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SUR LA TENEUR COMPAREE EN ZINC 
DES FEVILLES VERTES ET DES FEUILLES ETIOLEES 


par GasrreL BERTRAND et M!e ANDREITCHEVA. 


Les dosages de zinc dans les principaux aliments d’origine 
végétale publiés par l’un de nous en collaboration avec 
B. Benzon (1) ont suggéré la notion que la teneur en métal des 
feuilles est d’autant plus grande que ces organes sont plus for- 
tement colorés par la chlorophylle. Alors que l’endive, com- 
plétement étiolée par le procédé de culture, ne renfermait que 
0 milligr. 4 de zinc par kilogramme, la laitue romaine et la 
scarole, d’un vert pale, la laitue pommée, d’un vert plus intense, 
possédaient des teneurs croissantes, allant jusqu’a 9 milligr. 7 
par kilogramme pour la derniére espéce. 

Il nous a semblé que cette notion, aussi importante au point 
de vue de la physiologie végétale qu’au point de vue de !’ali- 
mentation rationnelle, méritait un examen plus approfondi et 
nous avons cherché, tout d’abord, par de nouvelles analyses, si 
la notion envisagée était le résultat d’une simple coincidence, 
due & la comparaison d’un trop petit nombre de chiffres, ou 


(1) Gab. Bertranp et B. Benzon. Bull. Soc. chim., 4° série, 45, 1929, p. 168. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. LI, n° 3, 1934. 47 


250 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


“= 


devait étre considérée, au contraire, comme générale et, par 
suite, définitivement acquise. 

Les nouvelles déterminations quantitatives ont été effectuées 
sur des feuilles prélevées non seulement sur des plantes tant6t 
complétement étiolées par le mode de culture, comme l’endive 
et la barbe de capucin, et tantdt plus ou moins vertes, 
comme le cresson, le pissenlit, l’oseille et |’épinard, mais 
aussi sur des plantes portant 4 la fois des feuilles étiolées 
et des feuilles vertes, comme cela se rencontre dans certaines 
salades ou bien encore dans le chou. 


TABLEAU. 


Zn 
en milligrammes 
par kilogramme de 


p- 100 
100 


CENDRES 
p. 


en grammes 


MATJERE SECHE 
en grammes 


Maliére 
fraiche 
Maliére 
séche 
Cendres 


109,09 
247,82 
331,18 
354,00 
681,73 
665,92 


Chicorée endive. 
Barbe de capucin 
Oseille. 
Epinard 
Pissenlit. 
Cresson, feuilles 
Laitue pommeée, feuilles vertes... . 588,23 
Laitue pommeée, feuilles étiolées . . . 350,76 

| Laitue romaine, feuilles vertes ... . : 43,01} 216,36 
Laitue romaine, feuilles étiolées . _ . i 23, 196,87 
Chicorée frisée, feuilles vertes ... .|! ef 3, 515188 
Chicorée frisée, feuilles étiolées. . . : 341,66 
Chicorée scarole, feuilles vertes. . . . 2,5 E 251,48 ff 
Chicorée scarole, feuilles étiolées . . . : 1] 208,45 | 
Chou, feuilles vertes : : 173,47 | 
Choux, feuilles étiolées ........ P 3 9,09] 154,38 
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Kn raison de la faible quantilé de zinc que nous avions & 
doser, nous avons opéré dans chaque cas sur 1 kilogramme de 
feuilles fraiches ; nous avons déterminé en méme temps, sur 
une prise d’essai de moindre importance, les proportions de 
matiéres séches et de cendres. 

Les mémes précautions ont été prises que dans les recherches 
antérieures pour la préparation des échantillons, leur dessic- 
cation, la destruction des parties combustibles. La séparation 
du zinc des cendres a été réalisée par la méthode dite « au 
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zincate de calcium » (1) et le métal pesé a l'état de sulfate 
anhydre. Voici, rassemblés en un tableau, les résultats que nous 
avons obtenus (voir page précédente). 

Ces nouveaux résultats confirment et étendent ceux que nous 
avons rappelés au commencement de cette note. Ils apportent 
la preuve d’un certain parallélisme entre la teneur des feuilles 
en zinc et leur coloration par la chlorophylle : dans une méme 
plante, une laitue ou un chou, par exemple, il y a de deux a 
trois fois plus de zinc dans les feuilles vertes extérieures que 
dans les feuilles jaunes intérieures; entre des feuilles étiolées 
par le procédé de culture, comme celles de l’endive et de la 
barbe de capucin, et des feuilles d'un vert foncé, comme celles 
de Voseille, de l’épinard, du pissenlit et du cresson, les diffé- 
rences peuvent étre plus grandes encore, elles peuvent aller de 
un & dix. 

Cette sorte de parallélisme est maintenant aussi bien établi 
que celui qui existe entre le pigment assimilateur et le manga- 
nése (2). On peut logiquement se demander si les métaux en 
question interviennent dans la production de la chlorophylle ou 
dans quelques processus dont elle serait le promoteur. 


(4) Gab. Bertranp. C. R., 115, 1892, p. 939 et 1028; Gab. Bertrann et M. Javit- 
uiER. Bull. Soc. chim., 4° série, 1, 1906, p. 63. — Voir aussi: Gab. Berrranp et 
M. Moxracnatz. Bull. Soe. chim., 4° série, 33, 1923, p. 1539 

(2) Gab. Bertrano et Mme RosENBLATT Ces ‘Annales, 49, 4932, p. 492. 


DEVELOPPEMENT ET EVOLUTION DE LA SENSIBILITE 
A LA TUBERCULINE CHEZ LE COBAYE 


par A. BOQUET et J. BRETEY. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de recherches sur la Tuberculose.) 


De méme que les maladies microbiennes et les intoxications 
par les poisons microbiens comportent une période d’incu- 
bation ; de méme aussi que l’anaphylaxie aux protéides étran- 
gers ne devient manifeste que plusieurs jours ou plusieurs 
semaines aprés l’injection préparante, l’hypersensibilité des 
sujets tuberculeux & Ja tuberculine est précédée par une phase 
silencieuse, dont la durée varie avec les circonstances de l’in- 
fection. Ktant donné que l|’état allergique peut étre conféré a 
Vhomme et aux animaux par l'inoculation soit de bacilles 
dépourvus de toute virulence, comme le BCG de Calmette et 
Guérin, soit de bacilles morts, soit de bacilles acido-résistants 
saprophytes, on est fondé 4 penser que, pendant toute la durée 
de celte phase, l’organisme s’imprégne graduellement de pro- 
duils antigénes solubles, libérés des corps microbiens. | 

Sous cet aspect, et réserves faites quant & son mécanisme 
intime, l’allergie tuberculeuse semble procéder moins de 
infection bacillaire elle-méme, des troubles pathologiques et 
des lésions qui la caractérisent, que de modifications humo- 
rales ou cellulaires plus ou moins profondes dont la genése et 
l’évolution peuvent étre comparées & celles de l’anaphylaxie. 
Mais, qu'il s'agisse de la sensibilité générale ou de la sensibi- 
lité du tégument 4 la tuberculine et aux corps bacillaires, ces 
modifications réactionnelles n’alteignent pas leur pleine inten- 
sité d’une facon en quelque sorte explosive. Si, en effet, on 
éprouve de jour en jour, avec la méme dose de tuberculine, 
les mémes cobayes ou des cobayes différents, préparés dans des 
conditions absolument identiques, on constate que leurs réac- 
tions thermiques augmentent d’ampleur pendant quelques 
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jours, puis se stabilisent. Pareillement, les réactions du derme 
débutent par une légére infiltration inflammatoire, et les 
épreuves suivantes provoquent la formation d’une large papule 
blanche, rosée ou rouge vif. Souvent, moins d’une semaine 
aprés la fin de la phase antéallergique, les réactions cutanées 
deviennent franchement ecchymotiques; un peu plus tard, elles 
aboutissent & la nécrose partielle ou totale des couches superfi- 
cielles de la peau. 

Bien que les réactions qui la traduisent acquierent ainsi a 
bref délai leurs caractéres définitifs, la sensibilisation de l’orga- 
nisme ne cesse de croitre et de s’affiner pendant plusieurs 
semaines. Les progrés de l’allergie peuvent alors étre mis en 
évidence par l’abaissement graduel de la dose minimum de 
tuberculine susceptible d’en éveiller les manifestations géné- 
rales ou locales. En supposant avec certains auteurs que son 
évolution soit paralléle a celle de la tuberculose, !a mesure de 
son intensité semblerait devoir donner, en méme temps, la 
mesure approximative de l’étendue ou de la gravité des lésions 
spécifiques. 

Cet accroissement régulier de l’allergie chez (homme et 
chez les animaux tuberculeux est d'une évidence telle qu’il 
n’avait pas échappé aux premiers expérimentateurs qui ten- 
térent de déterminer l’activité des tuberculines préparées dans 
les laboratoires. R. Koch, par exemple, en avait tracé comme 
il suit les prinvipales étapes: alors que les cobayes normaux 
supportent sans le moindre dommage J’injection sous-cutanée 
de doses considérables de tuberculine, les cobayes gravement 
infectés depuistrois jours réagissent déja par une fiévre intense 
a linjection de 50 milligrammes de ce produit; au vingti¢me 
jour de linfection, la méme dose améne la mort; entre le vingt- 
cinquidme et le trentiéme jour, la dose mortelle s'abaisse & 
10 milligrammes ou 5 milligrammes; au soixantiéme jour, a 
1 milligramme. 

Il résulte également des recherches de A. Borrel que, si 3 ou 
4 milligrammes de tuberculine inoculée dans le cerveau provo- 
quent la mort du cobaye sain, la dose mortelle pour le cobaye 
tuberculeux est d’autant moins forte que le processus est plus 
ancien : « Audouziéme jour, il suffit de 0 milligr. 1 par voie céré- 
brale et plus tard 4/50; 1/100 de milligramme le trentiéme jour. 


¥ 
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Aprés quarante jours de tuberculose, il suffit ordinairement de 
0 milligr. 001 pour tuer l’animal, toujours avec les mémes 
symptomes, hoquet, convulsions, secousses, etc... » 

Tenant compte de ces faits, nous nous sommes proposé 
d’appliquer la méthode des intradermo-réactions 4 1’étude 
de l’évolution de lallergie, non seulement chez les cobayes 
infectés par des bacilles virulents, mais aussi chez les cobayes 
préparés par une inoculation de bacilles peu pathogénes ou 
de bacilles morts, en vue de déterminer ses relations avec 
organisation des lésions spécifiques, d’établir les courbes de 
son développement dans des circonstances variées et de réunir 
des éléments nouveaux d'information pour préciser ultérieu- 
rement son mécanisme et sa signification. 


1. — Période antéallergique. 


Chacun sait, depuis les travaux de Romer et Joseph, Hambur- 
ger, R. Debré, J. Paraf et Dautrebande sur les réactions tuber- 
culiniques, de Bezancon et de Serbonnes sur le phénoméne de 
Koch, que la période dite préallergique ou antéallergique est 
d’autant plus bréve que la dose infectante de bacilles a été 
plus massive. Cette ragle a été vérifiée & maintes reprises par 
de nombreux expérimentateurs et son exactitude a été unani- 
mement reconnue. 

Ce qui n’est pas élucidé, par contre, c’est le déterminisme 
de cetle réactivité singuliére, qui progresse parallélement & la 
multiplication des germes et a leur dispersion par l’inter- 
médiaire de la lymphe et du sang. On admet d’ordinaire 
que son développement est lié non seulement a la diffusion 
de substances d’origine bacillaire, mais aussi aux réactions. 
spécifiques, exsudatives et productives, qui relévent de 
laction directe du bacille de Koch virulent ou non, vivant ou: 
mort. 

Sur cette base, d’ailleurs assez fragile et que peut ébranler- 
du jour au lendemain la découverte d’un procédé de sensibili- 
sation allergique au moyen des protéides bacillaires, seuls ou: 
associés & d'autres antigénes, diverses hypothéses ont été édi-- 
fiées, qui concernent, par exemple, la coincidence entre l’ap- 
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parition des premieres altérations tuberculeuses et le début 
de Vhypersensibilité A la tuberculine, ou les rapports entre 
Vactivité des foyers de primo-infection et la progression de 
lallergie. Bien que, dans le domaine de la clinique, ces hypo- 
theses soient devenues une sorte de dogme pronostique, il 
n'est pas inutile, croyons-nous, de les soumettre de nouveau & 
l’épreuve de l’expérience. 


Dur&E DE LA PERIODE ANTEALLERGIQUE SELON LES DOSES 
DE BACILLES VIRULENTS INOCULKS. 


La méthode suivante, imitée decelle de Romer et Joseph, 
permet de déterminer les rapports entre la durée de la période 
antéallergique et la gravité de l'infection, 4 la condition, natu- 
rellemeut, d’employer pour les intradermo-réactions révéla- 
trices une tuberculine d’activité constante. 

On choisit des cobayes males, adultes, en tres bon état de 
santé, de méme age, de méme pelage blanc et d’un poids & peu 
prés égal (450 4 500 grammes). On leur inocule par voie sous- 
cutanée, au méme point de la région inguinale, des quantités 
données de bacilles provenant d’une méme culture sur pomme 
de terre agée de quatre semaines (souche bovine Vallée dans 
nos expériences) et on les soumet ensuite, par lots de 3 ou 4, a 
une intradermo-réaction tuberculinique que l’on répéte tous les 
trois jours, ou tous les cing jours, selon qu'il s’agit d’animaux 
infectés par des doses fortes ou moyennes (0 milligr. 001 a 
40 milligrammes), ou bien par des doses faibles (0 milligr. 0004 
et au-dessous). L’injection de tuberculine est faite dans le 
derme de l’un des flancs, & la dose de 0 c.c. 01 de produit brut, 
dilué dans 0 c. c. 1 d’eau physiologique. 

Pour éviter que ces épreuves altérent la santé des animaux, 
on doit se borner & épiler le lieu d’élection sur une surface de 
20 a 25 millimétres de diamétre et opérer trés rapidement 
avec le minimum d’efforts de contention. 

On note les résultats obtenus 4 la vingt-quatriéme et & la 
quarante-huititme heure, en tenant compte des réactions 
faibles, mais nettes, si elles se répétent en augmentant d’inten- 
sité lors des épreuves suivantes. 
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]. — Bacictes pe Koca virutents (soucuE VALLEE). 


Les résullats de ces expériences different relativement peu 
de ceux que plusieurs auteurs ont obtenus avant nous. C’est 
ainsi que, pour une dose de 0 milligr. 1 ou de 0 milligr. 5 de 
bacilles virulents inoculés par voie sous-cutanée, |’incubation 
de l’allergie serait de cing & sept jours d’aprés Hamburger et 
Toyofuku, H. Kleinschmidt, H. J. Parish et C. C. Okell. Selon 
P. Romer et Joseph, Vhypersensibilité du tégument devien- 
drait décelable par l’intradermo-tuberculination le quatorzitme 
jour chez les cobayes infectés par inoculation scus-cutanée de 
0 milligr. 0001 de bacilles virulents, et de la troisiéme a la 
douziéme semaine chez les cobayes infectés par des*doses 10, 
100 ou 1.000 fois plus faibles des mémes germes. Pour 
R. Debré, J. Paraf et C. Dautrebande, l’allergie apparaitrait 
du troisisme au vingt-huititme jour aprés l’inoculation de 
doses comprises entre 10 milligrammes et 0 milligr. 0001. En 
se fondant sur la réaction thermique que | injection intrapéri- 
tonéale de 0 c. c. 05 de tuberculine brute provoque chez le 
cobaye tuberculeux, l'un de nous, avec L. Négre, avait cons- 
taté les faits suivants en 1926 : 


DOSES 


de bacilles inoculés DURER 
par voie sous -culanée pete 
(souche Vallée) UME IIR UN 
en milligrammes en JOS 
00004), nce de aie kes: 6: ays. 9'r, > ccna eee a 42 4 14 
OS00T es stot cee W atest ee 5) ies, catia eT eS 40 a 412 
OOK HAE RS RS APES SS D> RR eee 10 a 42 
Bias sox Sean ive aicthsy gl eR aM ato erste Biola fel oa et ial, eee eee 5 


Dans les expériences que résume le tableau I, nous n’avons 
tenu compte que de la durée minimum de la période antéaller- 
gique, en raison des différences, parfois assez prononcées, que 
lon constate d’un cobaye a l’autre du méme lot, surtout 
lorsqu’il s’agit de cobayes préparés avec des doses inférieures & 
Omilligr. 0001 de bacilles. Ces différences individuelles paraissent 
relever non pas d’une altération quelconque de la santé des ani- 
maux, mais de leur aptitude particuliére & répondre aux effets 
pathogénes des bacilles ou 4 subir l’action des antigdnes 
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Tasreau I. 


VOIE DOSES 


de inoculées RESULTATS 


des intradermo-tuberculinations 


en 
Vinoculation milligrammes 


reer ee 


Sous-cutanée.| 0,000.000.1) Négatives le 40e jour: faiblement positives sur 
4 cobaye sur 4 le 47° jour; netlement posi- 
tives sur tous le 54° jour; nécrotiques le 
62° jour. 

Sous-cutanée.| 0,000.001 |Négatives le 16e¢ jour; faiblement positives sur 
4 cobaye sur 4 le 24° jour; faiblement posi- 
lives sur tous les cobayes le 30¢ jour; nette- 
ment positives le 35 jour; nécrotiques le 
54° jour. 

Sous-cutanée.| 0,000.04 Négatives le 11° jour; positives le 18¢ jour; 
nécrotiques le 54° jour. 

Sous-cutanée.| 0,000.4 Négatives le 14° jour; positives le 414¢ jour; 
nécrotiques le 35¢ jour, 

Sous-cutanée.| 0,001 Négatives le 5° jour; faiblement positives le 
8e jour; nécrotiques le 24+ jour. 

Sous-cutanée.| 0,04 Négatives le 6° jour; faiblement positives le 
8° jour; nécrotiques le 20¢ jour. 

Sous-cutanée.| 0,4 Négatives le 5¢ jour; faiblement positives le 
6e jour; neltement positives le 10° jour; nécro- 
tiques le 48¢ jour. 

Sous-cutanée. Négalives le 3° jour; faiblement positives le 
5¢ jour; nettement positives le 8° jour; nécro- 
tiques le 418¢ jour. 

Sous-cutanée. Négatives Je 3¢ jour; faiblement positives le 
5° jour; netlement positives le 8° jour. 


bacillaires. Des faits de méme ordre ont d‘ailleurs été signalés 
dans la sensibilisation anaphylactique et dans le développement 
de limmunité active; ils traduisent Vimportance des _pro- 
priétés fonciéres de l’organisme dans ses réponses aux subs- 
tances antigéniques en général, et nous aurons |’occasion de 
les constaler de nouveau en étudiant |’évolution de lallergie. 


Au premier abord, on est tenté d’admettre que la sensibili- 
sation allergique procéde d’un mécanisme comparable & celui 
qui préside a la sensibilisation anaphylactique. Les réactions 
cellulaires déclenchées par jles bacilles tuberculeux auraient 
pour effet immédiat de libérer les protéides antigénes qu’ils 
renferment et ceux-ci, déversés dans la lymphe et dans le 
sang, exerceraicnt alors l’action préparante de tout protéide 
hétérologue. 

Or, il a été démontré & maintes reprises, et avec G. Sandor 
nous avons récemment insisté sur ce point, que les protéides 
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bacillaires, méme lorsqu’ils n’ont subi aucune manipulation 
susceptible de les dénaturer profondément, font preuve de pro- 


27 28 JOURS, 


24 25 26 


22 23 


USE 20) “aii 
REACTIONS DERMIQUES HEMORRAGIQUES OU NSCROTIQUES, 


18 


er L7 


HO! Sd Le DS 14, 15 
LI INTENSITS CROISSANTS, 


9 


REACTIONS LERMIQUES INFLAMMATOIRES 
Fic, 4. — Courbe de la température d’un cobaye tuberculeux. 
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3 
PERIODS ANTESALLERGIQUE. 


priélés préparantes assez médiocres. Par ailleurs, la sensibilité 
qu'ils conférent au cobaye est uniquement d’ordre anaphy- 
lactique, car les animaux traités par injections répétées de 
plusieurs milligrammes de ces substances répondent par une 
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réaction inflammatoire ou hémorragique presque immédiate a 
l'antigéne correspondant, et se montrent aussi indifférents que 
les cobayes normaux aux injections révélatrices de tubercu- 
line. 

Ces constatations font présumer que, dans I'allergie tuber- 
culeuse, les protéides ne peuvent intervenir qu’en liaison avec 
d’autres substances d’origine bacillaire, ou s’'ils ont été préala- 
blement modifiés dans leur structure par les réactions locales 
que provoquent les corps microbiens. 

Les phénoménes préparatoires de la période antéaller- 
gique paraissant ainsi résulter de la double intervention 
solidaire des cellules intéressées par le processus infectieux 
et des antigénes du bacille de Koch, on s’explique aisé- 
ment pourquoi l’hypersensibilité est d’autant plus vive et 
la période d’incubation qui précéde son apparition d’autant 
plus courte que le nombre de bacilles inoculés est plus 
élevé, partant que les réactions cellulaires initiales sont 
plus intenses et la diffusion des substances bacillaires actives 
plus abondante. Nous aurons l’occasion de revenir sur cette 
hypothése. 

La courbe ci-jointe (fig. 1), prise comme exemple, montre que, 
contrairement & ce que l’on observe chez l'enfant, du moins 
dans les formes évolutives, la température des cobayes ne subit 
aucune modification appréciable au début de l’infection tuber- 
culeuse. L’allergie s’établit donc, puis gagne en intensité sans 
que la moindre réaction fébrile traduise lorganisation des 
lésions spécifiques et la végétation des germes dans les tissus. 
Sil est légitime de penser que lintervention des cellules 
phagocytaires a pour effet de détruire un certain nombre 
de bacilles et de libérer les produits qu’ils renferment, il 
apparait que, sauf dans les derniéres semaines de 1'infec- 
tion expérimentale du cobaye, ow la fiévre s’allume, cette 
libération s’effectue sans incidents d’aucune sorte, soit en 
raison de sa trop faible intensité, soit parce que les produits 
de la bactériolyse, trop profondément dégradés sur place par 
les diastases tissulaires, perdent de ce fait leurs propriétés 
réactionnelles. 
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Il. — Bacttres FarrLeMeNtT PATHOGENES (soucHe R, pe TrupEAv). 


Le bacille désigné aux Etats-Unis par la lettre R et l’indice 1 
a été isolé 4 Saranak, en 1894, par Trudeau, des lésions pul- 
monaires d’un phtisique. Nettement pathogéne au départ, sa 
virulence s’est affaiblie progressivement au cours des passages 
sur les milieux artificiels; elle est actuellement limitée 4 la 
production de lésions locales qui guérissent presque toujours 


spontanément. 
Tasieau II. 


VOIR DOSES 
de inoculées 
en 
Vinoculation milligrammes 


RESULTATS 


des intraiermo-tuberculinations 


Sous-cutanée.| 0,000.00!.4| Négatives. 

Sous-cutanée.| 0,000.00 |Négatives le 34e jour; positives le 40¢ jour; 
nécrotiques le 52° jour. 

Sous-cutanée.| 0,000.04 Négatives le 20e jour; positives le 27° jour; 
nécrotiques le 42¢ jour. 

Sous-cutanée.| 0,000.1 Négatives le 20¢ jour; positives le 27¢ jour; 
nécrotiques le 35e jour. 

Sous-cutanée.| ¢,004 Négatives le 12° jour; faiblement positives le 

45° jour; nettement positives le 23¢ jour; 

nécrotiques le 35 jour. 

Sous-cutanée. Négatives le 12° jour; faiblement positives le 

45° jour; nettement positives le 25¢ jour; 

nécrotiques le 35¢ jour. 

Sous-cutanée, Négatives le 4 jour; faiblement positives le 

8° jour; nettement positives le 46° jour; 

nécrotiques le 28¢ jour. 

Sous-cutanée. Négatives le 4° jour; faiblement positives le 

8e jour; nettement positives le 441° jour; 

nécrotiques le 24° jour. 

Sous-cutanée.| {0 Négatives le 4° jour; positives le 8° jour; 

nécrotiques le z25e jour. 


Ill. — BacitLites AVIAIRES TRES VIRULENTS POUR LE LAPIN 
ET POUR LA POUILE. 


Il s’agit d’un bacille isolé trois mois auparavant de la rate 
d'une poule tuberculeuse. Au moment ot l’expérience suivante 
a été effectuée, cette souche n’avait subi que deux passages sur 
les milieux & l’ceuf; inoculée par voie veineuse 3 la dose de 
0 milligr. 05, elle tuait alors le lapin en vingt a vingt-cing 
jours en provoquant les altérations viscérales habituelles de la 
tuberculose dite du type Yersin. 
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VOIE | 
de 
Vinoculation 


eS 


Sous-cutanée 


Sous-cutanée. 
Sous-culanée. 


Sous-cutanée. 
Sous-cutanée. 


| Sous-cutanée. 


Sous-cutanée. 


Sous-cutanée. 


DOSES 
inoculées 
en 


milligrammes 


oo 


0,000.004 
0,000.01 
0,000.1 


0,004 
0,04 


0,1 
1 


10 
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TasBLeau III. 


RESULTATS 


des intradermo-tuberculinations (4) 


Faiblement positives le 45° jour; nettement 
positives le 52° jour. 

Négatives le 30¢ jour; faiblement positives le 

37° jour; nettement positives le 45¢ jour. 

Négatives le 26¢ jour; faiblement positives le 

33° jour. 

Négatives le 20° jour; positives le 26° jour. 

Négatives le 20e jour; positives le 26° jour; 

hémorragiques le 33° jour. 

Négatives le 5° jour; faiblement positives le 

42 jour: nettement positives le 18¢ jour. 

Négatives le 5¢ jour; faiblement positives le 

se jour; nettement positives le 411° jour; 

nécrotiques le 15¢ jour. 

Négatives le 5¢ jour; faiblement positives le 
8e jour; nettement positives le 14¢ jour: 
nécrotiques le 15¢ jour. 


Comme dans les expériences précédentes, les épreuves tuberculiniques ont été faites 
au moyen de la tuberculine brute ordinaire de l'Institut Pasteur, préparée 4 partir de 
cultures de bacilles humains et de bacilles bovins. 


IV. — Bacities avirucents (soucue BCG pe Catuetre er Guérin). 


VOIE 
de 
Vinoculation 


Sous-culanée. 
Sous-culanée. 
Sous-cutanée. 


Sous-cutanée. 


Sous-cutanée 


Sous-cutanée. 


Sous-cutanée. 


Intradermique.. . 


Intradermique . . . 


Intrapéritonéale. 


DOSES 
inoculées 
en 


milligrammes 


0,000.004 
0,009.0! 
0,000.4 
0,001 


0,04 


TasLeau IV. 


RESULTATS 


des intradermo-tuberculinations 


Positives le 75° jour (d’aprés A. Saenz). 
Positives le 60¢ jour (d’aprés A. Saenz). 
Négatives le 35¢ jour; faiblement positives le 
42e jour. Ay 
Négatives le 30° jour; faiblement positives le 
37° jour. 
Negaines le 12¢ jour; faiblement positives le 
17e jour; nettement positives le 20° jour. 
Négatives le 5¢ jour; faiblement positives le 
8° jour; neltement positives le 20° jour. 
Négatives le 5° jour: faiblement positives le 
8° jour; nettement positives le 12° jour. 
Négatives le 9° jour; nettement positives le 
48° jour. - 
Négatives le 7* jour; faiblement positives le 
42° jour; nettement positives le 18° jour. 
Négalives le 8¢ jour; faiblement positives le 
14e jour; neltement positives le 18° jour. 
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* 
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Dans l’ensemble, les expériences qui précédent confirment 
cette constatation, déja faite par lun de nous avec L. Négre, 
que, toutes conditions égales d’ailleurs, la période antéaller- 
eique est d’aulant plus longue que les bacilles inoculés sont 
moins pathogénes. Toutefois, Jes différences observées sont 
relativement peu importantes et hors de proportion avec la 
virulence des germes, que définit et mesure leur aptitude & se 
multiplier dans l’organisme et 4 y eréer des lésions plus ou 
moins étendues et plus ou moins durables. 

Sans doute, les divers types de bacilles employés dans cette 
étude comparative déterminent-ils d’emblée, localement, des 
réactions cellulaires analogues; ils franchissent pareillement 
les barriéres ganglionnaires et pénétrent dans le sang qui les 
transporte aux organes réceptifs. Mais ces réactions locales ou 
éloignées sont trés inégales; elles apparaissent méme si peu 
accusées pour le BCG que Jlinoculation sous-eutanée de 
0 milligr. 01 ou au-dessous ne provoque ni lésion visible du 
tissu conjonctif sous-cutané, ni, en dehors de quelques cellules 
géantes, la plus légére altération spécifique dans les ganglions 
lymphatiques et les viscéres. Et pourtant la dose sensibilisanle 
minimum de cette souche atlénuée n’est pas inférieure a 
0 milligr. 00001. 

Parmi les facteurs inhérents aux bacilles tuberculeux, qui 
interviennent dans la genése de l’allergie, la virulence propre- 
ment dite apparait donc comme un des moins efficients. On pent 
en inférer que, contrairement a l’hypothése émise par certains 
auteurs, le développement de l’hypersensibilité & la tuberculine 
résulte moins de lintensité des réactions cellulaires, inflam- 
matoires ou dégénératives, engendrées par les germes en cause, 
que de la qualité méme des antigénes complexes dont ils sont 
constitués. 

A cette remarque, nous devons ajouter que les différences 
dans la disposition des cobayes & subir l’action préparante des 
bacilles tuberculeux sont beaucoup plus marquées pour les 
souches atténuées que pour les souches pathogénes, en ce sens 
' que la durée de la période antéallergique varie davantage d’un 
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j * ) S . 
sujet & lautre et que, pour des doses trés faibles, une propor- 
tion plus importante des animaux ne deviennent pas sensibles 
4 la tuberculine. 


V. — Bacities TuBeRcULEUx MorTs. 
(Bacilles bovins, souche Vallée, tués par chauffage & 120° 
pendant vingt minutes.) 


TasLrau V. 


VOILE DOSES 
inoculées 
de an 
linoculation milligrammes 


RESULTATS 


des intradermo-tuberculinations 


Sous-cutanée. 0, 
Sous-cutanée. 0, 


041 Indéfiniment négatives. 

1 Négatives le 18¢ jour; faiblement positives le 
21¢ jour; nettement positives le 25¢ jour. 
Sous-cutanée. 4 Négatives le 10° jour; faiblement positives le 

48° jour; nettement positives le 21¢ jour. 
Sous-cutanée. Négatives le 6° jour; faiblement positives le 
8° jour; nettement positives le 412¢ jour; 
nécrotiques le 30¢ jour. 
Dermique . . Négatives le 10¢ jour; nettement positives le 
48¢ jour. 
Dermique ... i Négatives le 5¢ jour; faiblement positives le 
7° jour; nettemeat positives le 14¢ jour. 
Péritonéale. . Indéfiniment négatives sauf trés rares excep- 
tions. 
Péritonéale. . Négatives le 10¢ jour: positives le 14e jour. 
Péritonéale. . Négatives le 8° jour; positives le 15¢ jour; 
nécrotiques le 25e jour. 
Péritonéale. . Négatives le 4° jour; nettement positives le 
7¢ jour; nécrotiques le 25¢ jour. 


Cette expérience montre que l’action préparante des bacilles 
morts ne différe de celle des bacilles vivants que par sa plus 
faible intensité, la dose minimum efficiente par voie sous- 
cutanée ou par voie péritonéale se trouvant comprise entre 
0 milligr. 1 et 0 milligr. 01. 

Etant donné que les bacilles stérilisés par la chaleur ne repré- 
sentent: plus qu’un complexe antigénique de protéides, de 
glucides et de lipides plus ou moins dénaturés, on pourrait 
supposer que, dans cette circonstance, la sensibilisation résulte 
uniquement de l’intervention directe de ce complexe sur 
l’organisme. L’hypersensibilité engendrée par les bacilles morts 
constituerait ainsi le cas le plus élémentaire de l’allergie, celui 
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dont le mécanisme se rapprocherait le plus du mécanisme 
général de l’anaphylaxie. 

En réalité, comme nous l’avons exposé au chapitre concer- 
nant les bacilles virulents, on ne connait jusqu’a présent aucune 
forme de passage entre l’anaphylaxie aux protéides bacillaires 
et 'hypersensibilité 4 la tuberculine. C’est pourquoi la plupart 
des auteurs, soucieux de trouver une explication aux phéno- 
ménes allergiques, tendent & subordonner la fonction antigé- 
nique 7m vivo des bacilles morts aux effets palhogénes, en 
quelque sorte passifs, qu’ils exercent sur les tissus. D’aprés 
cette conception, les propriétés allergisantes des germes tués 
résulteraient de ce fait que les corps microbiens sont capables 
de provoquer des réactions cellulaires spécifiques, suivies de 
la formation de véritables lésions tuberculeuses. 

Cependant, si l’on ne peut contester que toutes les tenta- 
tives effectuées dans le dessein de conférer |’état allergique a 
des animaux normaux au moyen de protéides ou d'autres 
fractions séparées des corps bacillaires ont échoué — réserves 
faites pour les expériences de Fl. Seibert dont la vérification se 
poursuit dans notre laboratoire, —- nous devons rappeler & ce 
propos que Mac Jenkin, J. Paraf, l'un de nous avec L. Négre et 
J. Valtis sont parvenus & sensibiliser des cobayes a la tuber- 
culine en leur injectant des filtrals d’exsudats bacillitéres, et 
que L. Dienes a réussi 4 transformer, chez le cobaye tuber- 
culeux, la sensibilité anaphylaclique du derme & l’ovalbumine 
en une véritable sensibilité allergique au méme antigéne 
protéidique. 

L’opinion suivant laquelle la présence d’éléments figurés, 
vivants ou morts, dans l’organisme est la condition nécessaire 
de l’allergie, ne doit donc étre acceptée qu’a titre provisoire, 
en raison de la brutalité de nos méthodes d’extraction des 
substances buacillaires préparantes et de l’insuffisance des 
moyens expérimentaux dont nous disposons pour mettre 
en quvre, dans la plénitude de leur action physiologique, 
les antigénes responsables de I’hypersensibilité tuberculi- 
nique. 

Il est évident que les réactions cellulaires déclenchées par 
les corps microbiens ont pour effet de libérer ces antigénes 
dans les tissus, mais des recherches en cours, avec G. Sandor, 


EVOLUTION DE LA SENSIBILITE A LA TUBERCULINE 265 


nous aulorisent & penser que la spécificité de ces réactions et 
la formation de tissu tuberculeux dont elles s’accompagnent 


ne jouent qu'un réle secondaire dans le développement de 
Vallergie. 


II. — Evolution de lallergie. 


A. — CopaYEs INFECTES PAR DES BACILLES VIRULENTS, 


H. J. Parish et C. C. Okell ont montré que les cobayes 
infectés par inoculation sous-cutanée d’une dose massive de 
bacilles virulents (0 milligr. 5) réagissent une semaine plus 
lard a Vinjection intradermique de 0 c. c. 2 de tuberculine 
diluée 4 1 p. 50 4 1 p. 200. Dans la suite, l’allergie augmente 
rapidement; a la fin de la deuxiéme semaine, la dose minimum 
réaclionnelle de tuberculine brute s’abaisse 4 1/2.000, 1/5.000 
et parfois méme 1/10.000 de centimétre cube. La sensibilité 
atteint son acmé au cours de la troisiéme ou de la quatriéme 
semaine, puis elle reste stationnaire pendant une semaine 
et s’affaiblit progressivement jusqu’a la mort des animaux, 
qui survient entre le cinquantiéme et le soixante-dixiéme 
jour. 

En réalité, les résultats de ces titrages n’ont pas une valeur 
absolue, car on observe parfois, d'un animal 4 l'autre, des 
différences considérables, tant dans la progression de la sensi- 
bilité & la tuberculine que dans son affaiblissement terminal. 
Les constatations récentes de Fl. Seibert et les nétres con- 
cordent sur ce point. 

Afin de réduire au minimum ces différences individuelles, 
nous avons opéré dans des conditions bien définies et exacte- 
ment comparables. 

Plusieurs lots de cobayes, sélectionnés comme nous |'avons 
indiqué dans Jes chapitres précédents, ont recu par voie sous- 
culanée, dans la région inguinale, 0 milligr. 001 de bacilles 
bovins (souche Vallée), en suspension dans 4 cent. cube d'eau 
physiologique. Par groupes de 4 ou 6, les animaux ainsi 
infectés furent ensuite éprouvés, 4 des intervalles de sept a 
quinze jours, en 4 points (flancs gauche et droit, cétés gauche et 
droit du thorax en arriére de l’épaule), par injection intrader- 
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mique de 4 dilutions de tuberculine brute, de titre décroissant, 


sous le méme volumede)0.c. c. 4. (4). 
Les réactions étaient; examinées entre. la, vingt-quatrieme et 


la trentiame heure et contrdlées & la quarante-huitiéme heure,, 
lorsqu’elles étaient douteuses. Nous n’avons retenu comme 


positives que celles. qui.se traduisaient, au minimum, par une 
petite papule saillanle et bien dessinée ou par un é€paississe- 
ment net de la peau de 7 & 8 millimétres de diamétre. 

Autant que possible, les injections furent effectuées en 


TUBERC ULINE 


BOV. VALLEE 
0,000.2 p 0,001 mer 


0,02 


29 50 75 100, 125 JOURS. 


Fic. 2. — Courbe de sensibilisation a la tuberculine 
de cobayes inoculés avec des bacilles virulents (Bov. Vallée). 


dehors du siége des réactions antérieures, bien que nous ayons 
démontré, avee J. Valtis, que, chez le cobaye tubereuleux, con- 
trairement & l’opinion de P. Rémer et Joseph, la répétition des 
intradermo-tuberculinations au méme point, & quelques jours 
d’intervalle (réactions: homéotopiques de von Pirquet et de 
M. Weiss), n’'influence pas sensiblement la réactivité du derme. 

La courbe ci-dessus exprime les résultats obtenus dans les 


(1) Nous nous étions assurés, bien entendu, par des titrages, que la tuber- 
culine employée dans toutes les expériences résumées dans ce mémoire pré- 
sentait la méme activité. Les échantillons dont nous nous sommes servis 
dans ce cas particulier provenaient. du méme lot: 
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conditions optima, surles mémes cobayes, choisis parmi les 
plus sensibles et chez lesquels l’infection tuberculeuse a suivi 
de bout en bout son cours normal. Elle met en évidence les 
faits suivants. 

Le huiti¢me jour, au minimum, apres l’infection, les réac- 
tions du derme & la tuberculine consistent en un petit épais- 
sissement cedémateux de la peau, blanc ou rosé, diffus ow 
réguliérement circonscrit, formant alors une véritable papule. 
Celle-ci s’affaisse entre la trentiéme et la quarante-huitiéme 
heure, sams se nécroser, sauf, parfois, au lieu de Ja piqtre 
cutanée ot apparait une crotite punctiforme. 

Du huitiéme au trentiéme jour, la dose réactionnelle mini- 
mum de tuberculine brute s’abaisse 40 ¢. c. 0000%. Pendant ce 
délai, généralement vers je vingtiéme jour, la peau devient 
capable de répondre a la dose habituelle de tuberculine 
(0 c.¢. 4 d'une solution au dixiéme) par une réaction nécro- 
tique dont Vintensilé et l’étenduene seront plus guére dépassées 
dans la suite. 

Mais, bien qu’a partir de ce moment elle ait acquis ses 
caracléres essentiels, la sensibilité progresse encore jusqu’a la 
huiliéme semaine, en ce sens que le derme réagit & des quan-+ 
tités de plus en plus faibles de tuberculine et que la dose nécro- 
sante minimum de ce produit décroit parallélement. 

Aprés une courte période de stabilisation, l’allergie diminue, 
et d’autant plus vite que les animaux, souffrant davantage de 
l'extension du processus tuberculeux, maigrissent plus rapide- 
ment. Le plus souvent, néanmoins, la réactivité de la peau 
persiste jusqu’aux approches de la mort. 

Réservant pour un travail ultérieur l'étude des rapports entre 
le développement de l’allergie et Pévolultion de limmunité, 
nous nous bornerons 4 faire remarquer ici que la sensibilité 
du tégument a la tuberculine atteint une trés haute valeur dés 
les premiers stades de l’infection, au cours desquels les bacilles 
se dispersent abondamment par les voies lymphatiques et 
sanguines el se fixent dans la rate, le foie, les poumons et la 
moelle osseuse. Par contre, lorsque tes lésions viscérales sont 
organisées, qu’elles se mulliplient par essaimage local des 
bacilles, et quelles tendent & envahir par confluence les 
organes réceptifs em lotalité, ’hypersensibilité augmente rela- 
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tivement peu. Les expériences qui suivent, dans lesquelles les 
processus tuberculeux et les altérations tissulaires spécifiques 
sont réduits & leur plus simple expression analomique, mon- 
treront, d’une facon plus évidente encore, que la progression 
de l’allergie est, dans une large mesure, indépendante de 
l’activité et de l’étendue des lésions engendrées par le bacille 
de Koch. 


B. — CopayksS INFECTHS PAR DES BACILLES PEU PATHOGENES. 


Inoculé par voie sous-culanée, le bacille R, ne provoque 
chez le cobaye que la formation d’un ahbcés local et d’une adé- 
nite de voisinage. Néanmoins les germes pénétrent dans la 
circulation sanguine et dans les visceres of leur présence se 
traduit par des lésions folliculaires, un gonflement transitoire 
de la rate et une hypertrophie assez accentuée des ganglions 
trachéo-bronchiques. Ces altérations persistent pendant quel- 
ques mois sans reteniir sur la santé des animaux; elles 
régressent ensuite peu & peu et finissent par disparaitre. 
L’infection causée par le bacille R, est done beaucoup plus 
sévere et plus durable que l'infection provoquée par le BCG, 
cependant elle se termine comme elle par la destruction ou 
l’élimination totale des germes et par la guérison compléte des 
Iésions. 

Les cobayes qui recoivent sous la peau de la cuisse 1 milli- 
gramme de bacilles R, commencent & réagir a la tuberculine 
vers le septiéme jour. A ce moment, les réactions dermiques 
obtenues avec la dose habituelle de tuberculine brute (0. c. c. 04) 
consistent en une petite papule cedémateuse, congestive ou 
pale, de 10 & 12 millimétres de diamétre. Les réactions obte- 
nues les jours suivants deviennent hémorragiques ou nécro- 
tiques et, pour la méme dose de tuberculine, elles conservent 
ce caractére pendant plus de huit mois. 

La courbe de Vhypersensibililé s’éléve brusquement en 
quelques jours, mais l’allergie n’atteint son intensité maximum 
que vers le quatre-vingtiéme jour, soit environ vingt jours plus 
tard que chez les cobayes infectés par une dose mille fois plus 
faible de bacilles virulents. Elle reste ensuite stationnaire pen- 
dant plusieurs semaines, puis décroit lentement et assez régulié- 
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rement. A la fin du onziéme mois aprés l’infection, la dose 
minimum réactionnelle de tuberculine brute s’éléve & 0c. c. 002. 

Dans le méme ordre de faits, Allen Krause (1916) avait déja 
noté que les cobayes auxquels on a inoculé une dose élevée 
(non précisée) de bacilles R, réagissent fortement a la tubercu- 
line jusqu’au cinguiéme mois et que, dans la suite, au fur et a 
mesure que les lésions provoquées par celte inoculation 
régressent, les réactions dermiques deviennent de plus en plus 
faibles. Chez les cobayes inoculés un an auparavant avec des 
bacilles de la méme souche, H. S. Willis (1928) n’a obtenu que 
des réactions trés atténuées, et l’allergie parut s’éteindre com- 
plétement un an plus tard. Mais si ces animaux étaient alors 
réinfectés avec des bacilles virulents, ils redevenaient hyper- 
sensibles & la tuberculine aprés une période antéallergique 
beaucoup plus courte que celle qui était observée dans les 
mémes conditions chez les cobayes témoins. 


C. — Copayes SENSIBILISES PAR DES BACILLES aviruLeNTS (BCG). 


A dose égale, le BCG confére au cobaye une allergie nette- 
ment moins forte que celle que détermine le bacille R,. Aprés 
Vinoculation sous-cutanée, intradermique ou intrapéritonéale de 
4 milligramme de BCG, la sensibilité du derme débute vers le 
dix-huitiéme jour, elle augmente ensuile peu a peujusqu’a la fin 
du troisiéme ou gquatriéme mois, puis elle s’abaisse par paliers. 
Chez un certain nombre d’animaux, elle disparait vers le sep- 
tiéme ou le huitiéme mois, parfois plus tot (K. Birkhaug); chez 
d’autres, au contraire, elle persiste pendant plus d’une année. 
En général, les réactions obtenues par injection intradermique 
de O0c.c. 1 de tuberculine diluée au 1/10 ne s’accompagnent 
que d’une nécrose limitée, méme pendant la période ot l’hyper- 
sensibilité atteint son inteusité maximum (voir fig. 4). 


D. — CosayEs SENSIBILISES PAR DES BACILLES MORTS. 


Chez les cobayes préparés par une inoculation sous-cutanée 
ou intrapéritonéale de 10 milligrammes de bacilles virulents 
(souche bovine Vallée), stérilisés par chauffage a 120° pendant 
vingt minutes, l’allergie ne débute ‘que vers le douziéme jour 


274 


z 


‘SENSIBILITE ‘A -LA TUBERCULINE 


EVOLUTION DE LA 


r 


“sunor ses 


“QOd 9] 09ae sgno0ur seXeqood op sul[no1eqny e] B UOTESITIqisues 


00s GLE 0s2 See 00¢ G4T Ost Set OOT 


*Z°I no *9°g *a3m 1'0 °9°9°¢ 


ep eqinoyn — “y “914 


GL Qs sz 


g 


2 == 0 sees © cae © see Q seme 0 eee) eee O ere 0 ae f Ey 0 SEED 


4%, 
“a'r +13 I '9'9°a Swen eceoeeowecea CI 


ral 


- 109 


- 7000 
- 200‘0 


= To00‘fo 


-%°000'O 


-2°000'0 


°00 


med GIT OUSLOL 


272 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


et progresse lentement; elle atleint son acmé entre le quatre- 
vingt-dixiéme et le cent cinquiéme jour, reste stationnaire pen- 
dant deux semaines, puis décroit réguligrement et disparait 
vers le dixiéme ou le douziéme mois. 

Les réactions que provoque l’injection intradermique de 
0 c.c. O1 de tuberculine brute deviennent souvent hémorra- 
giques ou nécrotiques dés la quatriéme ou la cinquiéme 
semaine; elles présentent alors une intensité égale a celle des 
réactions oblenues chez les cobayes infectés par des bacilles 
virulents. Ces caractéres persistent pendant environ six a huit 
semaines, puis ils s’alténuent peu & peu; a la fin du cinquiéme 
mois, au plus tard, les animaux ne répondent plus aux épreuves 
tuberculiniques que par une infiltration cedémateuse de 12, 15, 
ou 20 millimétres de diamétre, qui se résorbe en deux ou (rois 
jours sans se nécroser. 

Des doses plus faibles des mémes bacilles morts conférent 
aux cobayes une sensibilité moins marquée, qui s évanouit en 
sept & huit mois. Mais, de méme que pour le bacille R, et pour 
le BCG, la durée de l’allergie est loin d’étre rigoureusement 
proportionnelle a la quantité de corps microbiens inoculés. 


Le fait que l’action préparante des bacilles morts se déve- 
loppe avec lenteur et diminue ensuite réguliérement, aprés une 
courte période de stabilisation, n’est pas sans causer quelque 
surprise, 6tant donné d’une part que l’anaphylaxie sérique 
atteint son intensi(é maximum en trois ou quatre semaines et 
que, d’aulre part, l’allergie constitutionnelle ou acquise aux 
antligénes les plus divers dure parfois indéfiniment. 

Compte tenu de la dose minimum préparante de corps 
microbiens, qui est supérieure a 0 milligr. 04 (1), on est ainsi 
conduit & penser que cette forme del’ hypersensibilité résulte non 
pas, comme on l’admet d’ordinaire pour lanaphylaxie, d’une 
sorte d’ « ébranlement physiologique » durable, consécutif au 
passage 6phémére de substances d'origine bacillaire dans la 
circulation, mais plutdt de l’intervention permanente de ces 
substances sur les éléments qui entrent en jeu dans l’allergie. 


(1) Quelques animaux, cependant, préparés par une inoculation intrapéri- 
tonéale de 0 milligr. 01 de bacilles morts, réagissent faiblement A la tuber- 
culine pendant plusieurs semaines. 
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Il s’agirait moins, .en .réalité, .d’un changement d’attilude 
fonctionnel ‘de l’organisme, qui persisterait comme une sorte 
d’effet dynamique aprés la cessation de Ja cause perturbatrice, 
que d’une ‘hyperréactivité cellulaire entretenue par la pré- 
sence d’antigénes bacillaires. Que ces anligénes se renouvellent 
aussi longtemps qu'il reste des bacilles dans les foyers, on ne 
peut le contester ; cependant, il n’est pas irrationnel d’admettre 
que, une fois libérés des corps microbiens, ils modifient l’arran- 
gement-colloidal:du protoplasma de certaines cellules, en for- 
mant avec lui des complexes relativement stables, qui subsistent 
longtemps aprés que la:source d’ow ils proviennent est complé- 
tement tarie. 


Conclusions. 


Pour ce qui concerne les bacilles tuberculeux virulents, la 
durée de la période antéallergique dépend du nombre des 
germes inoculés, mais sa prolongation ne devient nettement 
évidente que lorsque la dose infectante est inférieure a 
0 milligr. 000.1. 

Chez le ecobaye tuberculeux, l’hypersensibilité s’établit et 
gagne en intensité:sans que la moindre réaction thermique et 
la moindre altération de la santé traduisent la végétation des 
bacilles-dans les tissus. 

Toutes conditions égales d’ailleurs, la période antéaller- 
gique est d’autant plus longue que les bacilles inoculés sont 
moins virulents. Mais les différences ainsi observées sont rela- 
tivement peu importantes et hors de proportion avec l’affai- 
blissement des propriétés pathogénes des germes; ce qui tend 
a prouver, d’une part que le développement de l’allergie résulte 
moins de l’intensité des réactions cellulaires et de l’étendue des 
lésions spécifiques que de -la qualité des antigénes bacillaires 
préparants, d’autre part que cette qualité antigénique méme 
est, dans une large ‘mesure, indépendante de la virulence. 

L’action sensibilisante des bacilles morts se manifeste plus 
tardivement que celle des bacilles vivants. 

La sensibilité & la tuberculine conférée par les bacilles viru- 
lents vivants atteint une ‘trés haute valeur dés les premiers 
stades de l’infection. Lorsque les lésions viscérales sont cons- 
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tituées et en voie d’extension, Ja progression de l’allergie est 
relativement peu marquée. 

Chez les cobayes infectés par des bacilles peu virulents, 
Vallergie augmente lJentement, puis elle diminue et disparatt 
aprés un délai dont la durée dépend moins de l’activité des 
lésions ituberculeuses ainsi :produites que de l’aptitude de ces 
bacilles& végéter dans les tissus et & y mener ‘une sortede vie 
parasitaire indifférente. 

De méme, l’allergie provoquée par les bacilles morts'se déve- 
loppe peu a peu, puis s’affaiblit graduellement et cesse aprds 
quelques mois. Elle est toujours moins intense que l’allergie 
des animaux infectés par des bacilles pathogénes. 

En résumé, qu'il s’agisse de bacilles virulents, de bacilles 
peu pathogénes, de bacilles aviaires ou de bacilles tués par la 
chaleur, ’hypersensibilité 4 la tuberculine est liée & l’abon- 
‘dance et a l’activité des antigénes microbiens libérés dans les 
foyers. 

Le cas particulier des bacilles morts montre que la persis- 
tance de cette sensibilité ne dépend pas nécessairement de la 
-diffusion continue de ces substances. Il est méme vraisem- 
blable de penser que Tlallergie est entretenue d’une fagon 
durable par la rétention de complexes antigéniques dans le 
protoplasma de certains éléments cellulaires, en particulier dans 
le protoplasma des éléments du systéme réticulo-endothélial, 
-qui sont doués de propriétés colloidopexiques trés prononcées. 
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ETUDES CHIMIQUES SUR LE BACILLE TUBERCULEUX 


PREMIER MEMOIRE 


ESSAIS PRELIMINAIRES D’EXTRACTION ET DE FRACTIONNEMENT 
DES SUBSTANCES LIPOIDIQUES 
DE CORPS BACILLAIRES TUES PAR LA CHALEUR 


par Micuet. MACHEBOEUF, Grorcetre LEVY et Norsert FETHKE, 
avec la collaboration de J. DIERYCK et A. BONNEFOI. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de recherches sur la tuberculose.) 


But du travail. 


Nous nous sommes proposé d’extraire du bacille de Koch ses 
divers principes immédiats lipoidiques sans les dénaturer et 
sans les décomposer, puis de les isoler & l'état pur ou lout au 
moins de séparer divers ensembles constitués seulement par 
des mélanges de substances chimiques assez voisines pour que 
nous puissions avoir des renseignements précis sur leur nature 
chimique et sur leur activité biologique. 

Jusquici, les divers auteurs qui ont étudié les lipides du 
Bacille tuberculeux ont simplement séparé quelques fractions 
lipoidiques, mélanges encore trés complexes qu’ils ont sapo- 
nifiés pour étudier les produits de saponification. 

Goris, puis Anderson (1), et leurs collaborateurs, par exemple, 
ont fait de trés intéressantes remarques sur les acides gras et 
les autres substances libérées par saponificalion, mais leurs 
tentatives de saponification ont toujours porté sur des mélanges 
trés complexes de lipides, et leurs trés beaux travaux ne nous 
renseignent que superficiellement sur les principes immédiats 


lipidiques du Bacille. 


(1) Une revue des travaux antérieurs effectués sur la constitution chimique 
du bacille tuberculeux se trouve dans le Bulletin de l'Institut Pasteur (1933), 
31, p. 1a 13 et 65 A 76 sous les signatures de A. Goris et N. Stenpat. 
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L’étude que nous avons entreprise est longue et pénible, les 
substances grasses onl des caractéres de solubilité tres voisins, 
Jeur séparation, leur fractionnement et leur purification sont 
tres malaisés, mais la grande importance biologique et patho- 
logique des lipides du Bacille tuberculeux nous a incilés a 
entreprendre ce travail. 

Avant d’aborder |’étude des Bacilles virulents frais et vivants- 
dont la manipulation présente quelque danger, malgré les pré- 
cautions les plus attentives, nous avons tout d’abord cherché 
déblayer le terrain et & poser quelques jalons en étudiant des 
Bacilles stérilisés.que nous. possédions en grande quantité dans 
notre Institut ou ils sont un sous-produit de la fabrication de 
la tuberculine. Nous avons ensuite, et depuis longtemps déja, 
abordé |’étude des bacilles vivants. Nous espérons rapporter 
ultérieurement les résultats de cette étude, mais il nous a 
semblé utile de présenter dés aujourd'hui les quelques résul- 
tats préliminaires oblenus avec les bacilles chauffés. 


Matiére premiére: 


Les corps bacillaires que nous avons étudiés ici proviennent 
du service de fabrication de la tuberculine de l'Institut Pas- 
teur. Ils sont constitués par un mélange de souches humaine 
et bovine (souche Vallée). Ces bacilles avaient été cultivés 
a 38° C sur bouillon glycériné pendant quatre semaines, puis 
stérilisés en présence de leur milieu de culture par chauffage 
a 120° pendant soixante-quinze minutes. Aprés la stérilisation, 
les bacilles et leur bouillon de culture avaient été soumis pen- 
dant trois heures environ & lair libre, & une température voi- 
sine de 100° pour concentrer le bouillon; les bacilles. étaient’ 
enfin recueillis par filtration sur papier et passés & la presse 
pour éliminer le plus possible le liquide (tuberculine brute) qui 
les imprégnait. 

Il est évident que ces opérations doivent agir sur certains 
constituants des bacilles; le chauffage prolongé a l’autoclave, 
puis a lair libre, n’est pas sans dénaturer ou oxyder de nom- 
breuses. substances: lipidiques ou. autres. et les résultats. que 
nous avons obtenus ne peuvent pas tre tous rapprochés de 
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ceux.quenousia. depuis:fournis’analyse-da bacilles non chauffés. 
Certaines. fractions. lipidiques. tras: stables: semblent: cependant 
résister au. chauffage, et il:semble: que la matiére:premidre que 
nous avons utilisée ici soit une-source économique de ces subs- 
tances dont il faut de grandes quantités pour l’analyse chi- 
mique. 

C’est sur une matiére premiére identique & la notre que tra- 
vailla autrefois Goris. 

Dans, l'étude préliminaire. que: nous rapportons, ici, nous 
avons pu extraire. des corps bacillaires, puis purifier, parfois, 
jusqu’& un trés: haut degré, un certain; nombre de substances 
intéressantes.. 

1° Une substance phosphorée, rappelant par. certains carac- 
teres les phosphatides, mais ne contenant pas de glycérol. 
Cette substance assez peu abondante dans les corps bacillaires 
présente 4 un trés- haut degré la: propriété d’étre: haptene, c’est- 
a-dire. de fixer l’alexine- en présence de sérums d’animaux 
tuberculeux. ou préparés. par des injections) de corps bacillaires 
(technique de Calmette et Massol). 

2°: Une-substance: non phosphorée.alcoolo-soluble: qui est uni 
glycéride neutre trés. particulier. 

3° Une substance blanche non phosphorée, d’aspect cireux, 
de poids. moléculaire élevé, et possédant trés intensément la 
propriété dite d’acido-résistance (technique de Ziehl-Neelsen). 
_ Cette substance que nous.avons pu obtenir en grande quantité,, 
et, semble-t-il, &. un: assez. grand degré de: pureté, ne se laisse: 
décom poser. qu’avec difficulté par des réactifs tres énergiques: 
tels que la potasse alcoolique. bouillante. Elle représente la 
majeure partie des, substances que jusqu’ici on dénommailt 
« eires du Bacille tuberculeux ». 

4° Des substances phosphorées incolores, d’aspect résinoide, 
solubles dans. certains. solvants des graisses, et donnant par 
hydrolyse d’une part des acides gras et d’autre part des sucres 
réducteurs, parmi: lesquels: nous: avons pu mettre en évidence 
un pentose. 

5° Nous avons: enfin noté que les traitements subis par les 
corps bacillaires au cours de la préparation de la tuberculine 
brute (stérilisation et chauffage a.l’air) provoquaient l’appari- 
tion de certaines substances pigmentées en rouge foncé bru- 
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natre, substances que l’on ne trouve pas dans les Bacilles frais 
non chauffés. Ceci montre combien il faut se garder de conclure 
des résultats obtenus dans ce travail préliminaire a ce que l’on 
obtiendrait avec des corps bacillaires frais. 


Techniques. 


LAVAGE DES CORPS BACILLAIRES. — Les corps sont lavés au 
moyen d’eau distillée, par décantation et filtration, jusqu’a ce 
que les eaux de lavage ne contiennent plus trace décelable de 
elycérol. Ces lavages sont assez laborieux, et le travailleur qui 
les effectue est souvent indisposé par une réaction fébrile assez 
intense. 


EXTRACTION DES SUBSTANCES LipOiDIQUES. — Principe. — Nous 
avons cherché a utiliser successivement divers solvants des 
egraisses en utilisant tout d’abord ceux qui dissolvent le moins 
grand nombre de substances de facon a obtenir d’emblée, par 
simple dissolution, des fractions déja nettement différenciées. 

Avec chacun des solvants, avant de poursuivre l’extraction 
avec le solvant suivant, nous avons toujours épuisé & fond, de 
facon a ne pas laisser dans la fraction suivante de substances 
incomplétement extraites par le solvant précédent. Pour nous 
rendre un compte exact du terme que nous devions donner & 
nos épuisements, nous avons suivi pondéralement les extrac- 
tions. Pour cela, les corps bacillaires étaient agités en vase 
clos avec un volume connu du solvant ulilisé, puis lorsque le 
solvant Stait séparé, nous mesurions la quantité de substances 
dissoutes en pesant l’extrait sec contenu dans une petite por- 
tion aliquote de la solution. Nous avons renouvelé les extrac- 
tions avec chaque solvant jusqu’a ce que le solvant n’extraie 
plus que de trés faibles quantités constantes de substances. 
Ces traces de substances extraites alors représentent seule- 
ment la faible solubilité dans le solvant considéré des sub- 
stances trés peu solubles qui constitueront les fractions extraites 
ultérieurement par des solvants convenables. 


Les avantages d’une telle méthode quantitative sont mul- 
tiples : 
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1° Lorsque cessent les épuisements par un solvant donné, il 
ne reste plus dans les corps bacillaires de substances apparte- 
nant & la fraction correspondant & ce solvant; la fraction sui- 
vante, obtenue par un solvant plus général des graisses, ne sera 
donc pas souillée par ces subsiances; 

2° La mesure de la limite de solubilité dans un solvant ren- 
seigne sur la quantité totale des substances trés peu solubles dans 
ce solvant qui ne devraient pas appartenir a la fraction obtenue, 
mais 4 une fraction ultérieure, et se sont cependant dissoules en 
petites quantités grace aux grands volumes de solvant employés. 
Kn concentrant suffisamment, sous le vide, les solutions obte- 
nues, on provoque la précipitation de toutes ces substances 
peu solubles entrainées et on les élimine assez facilement. 

En appliquant ces principes, nous avons obtenu dés l’abord 
des fractions primordiales trés nettement différenciées. Nous 
avons ensuite fractionné, par des méthodes appropriées, cha- 
cune de ces fractions pour tenter d’obtenir des substances défi- 
nies ou tout au moins assez pures pour qu il soit possible 
d’obtenir des renseignements précis sur la constitution de ces 
principes immédiats. 


Solvants utilisés pour l’épuisement des corps bacillaires. 


Fractions primordiALes. — Aprés des essais préliminaires, 
nous avons utilisé comme premier solvant l’acétone, qui ne 
dissout pas 4 froid les phosphatides ni les substances dites 
« cires » du bacille de Koch. L’acétone a l’avantage de déshy- 
drater rapidement les corps bacillaires; puis d’extraire la majeure 
partie des substances pigmentaires, les graisses neutres simples 
et les acides gras libres, tout en laissant non dissoutes, méme 
aprés de trés nombreux épuisements, la majeure partie des 
substances lipoidiques. Les substances dissoutes dans l’acétone 
constituent /a fraction acétonique ou fraction A. 

Apres avoir épuisé les bacilles par de l’acétone, nous les avons 
épuisés par de l’alcool fort (96°) chaud (1) qui dissout les phos- 


(1) Dans nos expériences ultérieures qui ont porté sur des bacilles frais 
non chauffés, nous avons modifié cette partie de l'épuisement afin de ne pas 
risquer de dénaturer par l'alcool chaud certains principes immédiats lipidiques. 
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phatides et les substances cireuses ainsi que d’autres lipides 
non phosphorés. Par refroidissement a la glaciére, les solutions 
aleooliques laissent déposer en abondance un précipité blanc 
de substances dites « cireuses ». I] reste dans les solutions 
alcooliques méres d’assez grandes quantités de substances 
solubles 4 froid dans |’alcool. Ces substances constituent la frac- 
tion alcoolique soluble a froid ou fraction B, tandis que le pré- 
cipité blanc obtenu par refroidissement de l’alcool est /a frac- 
tion alcoolique insoluble a froid ou fraction C. 

Les corps bacillaires déja épuisés par l’acétone, puis par 
Valcool chaud, sont ensuite épuisés par de l’éther qui dissout 
encore quelques grammes de substances d’aspect résinoide qui 
constituent la fraction éthérée ou fraction D. 

Aprés tous ces épuisements par l'acétone, l’alcool chaud et 
Péther, les corps bacillaires contiennent encore des quantilés 
assez notables de substances ‘extractibles par le chloroforme 
qui constituent /a fraction chloroformique ou fraction E. 


Essais sur 1 kilogramme de corps bacillaires humides. 


Nous avons fait un essai entierement quantitatif sur 4 kilo- 
gramme de corps bacillaires tels qu’ils nous étaient remis. Il 
est bien évident que cet essai ne nous permet pas de conclure 
a ce que nous aurions obtenu dans les mémes conditions avec 
des bacilles frais, car les corps bacillaires que nous avons étudiés 
contenaient, en assez grande abondance, de la glycérine et 
d’autres substances provenant du milieu de culture concentré 
dont on les avait séparés sans aucun lavage. Ces corps bacil- 
laires contenaient en outre des fragments assez abondants de 
papier-fillre provenant des filtres dans lesquels on les avait 
recueillis. Notre essai quantitatif avait donc seulement pour 
but de nous renseigner sur les quantités relatives des diverses 
fractions lipoidiques. 

Nous avons effectué de nombreux autres essais de méme 
ordre sans loutefois prendre aussi complétement toutes Jes pré- 
cautions quantilatives, mais toujours les résultats furent com- 
parables, 
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Obtention des fractions primordiales. 


FRACTION ACETONIQUE OU FRACTION A. — Pour obtenir cette 
fraction, les corps bacillaires déja lavés soigneusement a l'eau 
sont placés dans un grand flacon avec 1 litre d’acétone pure. On 
agite, puis on laisse en contact pendant vingt-quatre heures en 
agitant le plus souvent possible. Aprés ce temps, le liquide 
surnageant puis la pate de bacilles sont versés sur un grand 
entonnoir de Biichner tapissé de papier Chardin. La solution 
acétonique est assez riche en eau car les barilles étaient humides. 
Cette solution est transparente, jaune clair. 

Les corps bacillaires restés sur le Bii-hner sont remis dans le 
grand flacon avec un nouveau litre d’acétone pure. On pratique 
comme la premiére fois une séparation de l’acétone aprés 
vingt-quatre heures de contact. La solution acétonique obtenue 
par ce deuxiéme traitement est encore assez riche en eau, elle 
est jaune clair comme la premiére. 

Les bacitles sont ainsi traités seize fois par l’acétone, et l'on 
constate que les solutions obtenues par les troisiéme et qua- 
trieme lraitements sont beaucoup plus colorées que celles 
obtenues dans Jes deux premiers traitemen's. Ceci est dt a la 
meilleure dissolution des graisses et pigments dans l’acétone a 
peu prés anhydre que dans l’acétone hydraté au contact des 
bacilles humides au cours des deux premiers épuisements. Par 
la suite, aprés cing ou six nouveaux lraitements par l’acétone, 
les solutions acétoniques deviennent a peu prés incolores bien 
qu elles extraient encore en abon lance des substances lipoi- 
diques. Les substances colorées sont done plus rapidement 
extrailes par l’acétone que certaines substances acétono-solubles. 
Nous avons mélangé toutes les solutions acéloniques (1) et nous 
les avons évaporées dans le vide pour oblenir l'ensemble de la 
fraction A. L’évaporation de l’acétone laisse un résidu aqueux 
surmonté de substances graisseuses et contenant en suspension 


(4) Lorsqu’on mélange les solutions acétoniques des deux premiers épui- 
sements avec les autres, il apparait un pelit précipité formé par des sub- 
stances insolubles dans l’acétone concentré mais quis’étaient dissoutes dans 
Vacétone humide au cours des deux premiers épuisements. Ce précipité est 
éliminé par filtration. 
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fine des graisses 6mulsionnées. Nous avons ajouté de l’éther et 
de l’eau pour séparer les substances éthéro-solubles qui consti- 
tuent la fraction A d’avec quelques substances hydro-solubles 
entrainées par l’acétone plus ou moins humide. La séparation 
de la phase aqueuse d’avec la phase éthérée est en général labo- 
rieuse, car il se fait des émulsions trés persistantes. On parvient 
cependant a obtenir une solution éthérée limpide qu’on lave & 
V'eau plusieurs fois pour éliminer les substances hydro-solubles. 

La solution éthérée est finalement évaporéea sec dans le vide; le 
résidu bien desséché est repris par de l'éther, on filtre la solution 
que l’on évapore ensuile pour obtenir la fraction A défi- 
nitive. 


Fractions aLcootiques B er C. — Les corps bacillaires épuisés 
a acétone sont ensuite placés dans un grand ballon avec 3 litres 
d’alcool chaud; on place le tout sur un bain-marie de fagon a 
porter l’alcool 4 l’ébullition; on filtre bouillant sur un Biichner. 
Ces opérations sont renouvelées jusqu’a ce que l’alcool bouil- 
lant ne dissolve plus que d’infimes traces de substances. II faut 
pour cela praliquer douze épuisements a l’alcool. 

Les solutions alcooliques bouillantes laissent déposer par 
refroidissement un précipité blanc d’aspect cireux (fraction C). 
Les solutions alcooliques méres de ce précipité sont concen- 
trées par évaporation dans le vide jusqu’a un volume de 3 litres 
environ; cette opération provoque la précipilation d’autres por- 
tions de la fraction C que l’on réunit a C aprés les avoir lavées 
a l’alcool. L’ensemble de C pése 5 gr. 4 et présente l’aspect 
dune cire dure, blanche, trés fortement acido-résistante (méthode 
de Ziehl). 

La solution mére et les eaux de lavage sont enfin évaporées 
a sec dans le vide et Je résidu constitue la fraction B qui pase 
7 gr. 05 et se présente sous l’aspect d’une masse graisseuse assez 
dure légérement teintée de jaune orangé. 


Fraction tratrte D. — Les corps bacillaires ainsi épuisés par 
lacétone froid puis par l’alcool chaud sont ensuite épuisés lon- 
guement par de l’éther froid. Les solutions éthérées sont louches 
et on ne peut pas les clarifier. On les évapore, puis on reprend 
le résidu par du benzéne; on filtre la solution benzénique jusqu’a 
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limpidité absolue. Cette solution benzénique contient la frac- 
tion D qui pese 5 gr. 2 et se présente, aprés évaporation du 
benzéne, comme une masse vitreuse, transparente, ambrée, 
rappelant l’aspect d'une résine trés peu colorée. 


Fraction carororormiqus E. — Les corps bacillaires sont fina- 
Jement 6puisés par du chloroforme qui dissout lentement une 
substance vitreuse, dure et cassante, teintée d’ambre clair, dont 
aspect est tres voisin de celui de la fraction D. 

Dans le tableau I ci-dessous, nous avons rassemblé les prin- 
cipales observations effectuées au cours de l'obtention des frac- 
tions primordiales, en opérant quantitativement sur 1 kilo- 
gramme de bacilles humides. 


TasLeau |. — Fractions primordiales extraites de 1 kilogramme 
de corps bacillaires humides. 


ASPECT 
OBSERVATIONS DIVERSES 


des fractions 


FRACTIONS 
SOLVANT 
qui a permis 
dobltenir 
la fraction 
POIDS 
des fractions 
en grammes 
TENEUR 
en phosphore 


A |Acétone. Masse graisseuse| Nulle. |Contient beaucoup de 
assez molle, trés pigments que l’on ne ren- 
fortement teintée contre pas dans les ba- 
en rouge brun. cilles non chauffés. Pou- 
voir hapléene nul, 


B |Alecool froid. 1 |Masse graisseuse . |Pouvoir hapléeneintense Con- 
assez dure, lége- tient des phosphatides et 
rement teintée en des glycérides alvoolo- 


jaune orangé. solubles. 


C |Aleool chaud.} Masse cireuse dure, |Trés faible.|Posséde trés intensément 
blanche. la propriété dile « acido- 
résistance ». 


D | Ether. 5,2 |Masse vitreuse trans- |Assez fore |Donne par hydrolyse des 
parente, légére- sucres réducteurs et 
ment ambrée. d’aulres substances. 


E |Chloroforme. | 4,8 {Masse vitreuse trans- {Assez forle.| Donne par hydrolyse des 
parente, légére- sucres réducteurs et 
ment ambrée. d'autres substances. 


Poids total 
des fractions .| 30,5 
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Etude de la fraction A. 


Cette fraction fut étudiée tout particulierement par M. Macarsonur et 
N. FETHKE. 


Poids : 11 grammes, graisses trés pigmentées. 

Par saponification alcaline, un échantillon de cette fraction 
donne : 67,3 p. 100 d’acides gras, 14,3 p. 100 d’un insaponi- 
fiable incolore, éthérosoluble et 18,4 p. 100 de substances hydro- 
solubles, parmi lesquelles nous avons trouvé du glycérol. La 
teneur en glycérol de la fraction A totale est au plus égale & 
3,9 p. 100. Une grosse partie des substances hydrosolubles libé- 
rées par saponification est donc inconnue, et cet inconnu 
représente 14,6 p. 100 des graisses. L’inconnu hydrosoluble 
n’est pas un sucre, car, méme aprés hydrolyse acide, le pouvoir 
réducteur est insignifiant. 

Dans l'insaponiliable, nous avons recherché le cholestérol et 
nous avons pu nous assurer qu'il n’en existait pas. 

Nous poursuivons |’étude de lVinsaponifiable de la fraction 
acétonigue qui est encore loin d’étre achevée. 

Nous n’ayons pas ici poussé trés avant l'étude de la fraction 
acétonique, car nous nous sommes apercu que beaucoup des 
substances qui sont dans cette fraction n’existent pas dans les 
fractions A de bacilles non chauflés. 

Nous sommes cependant parvenus a extraire de la fraction A, 
par un fraclionnement méthodique, les esters de l’insaponi- 
fiable particulier de celte fraction et & les séparer des autres 
substances qui les accompagnaient (glycérides, etc.). 

Voici le résumé des opéralions qui nous ont conduils a la 
séparation des esters de l’insaponifiable : 


FRACTIONNEMENT DE LA FRACTION A. 


1° FRACTIONNEMENT PAR CRISTALLISATION DANS L’ALCOOL A 96°, — 
L’ensemble de A est repris par de l’alvool a 96° tiéde, qui en 
dissout assez facilement la majeure partie ; apres plusieurs 
reprises par l'alcool tiede, il reste un faible résidu & peu prés 
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insoluble dans l’alcool pesant 0 gr. 16; ce résidu est dénommé 
Fraction A,. 

Les solutions alcooliques, refroidies 4 la glaciére, laissent 
déposer un abondant précipité peu coloré que l’on sépare; les 
solutions méres sont concentrées par distillation dans le vide, 
puis refroidies, il apparait un nouveau précipité assez coloré 
que l’on sépare, on poursvit ainsi une série de précipitations 
qui conduit 4 l’obtention d’une série de précipilés et d’une 
solution mére finale peu abondante. Les précipités sont séparé- 
ment remis en solution dans de l’alcoo! tiéde et la série des 
précipitations est renouvelée. En opérant une longue série de 
telles précipitations fractionnées, nous avons finalement pu 
séparer les substances pea solubles dans l’alcool froid : Frac- 
tion A, pesant 6 gr. 45 et les substances trés solubles dans 
Yalcool froid : Fraction A, pesant 4 gr. 47. 

C’est dans la fraction A, que se rassemblent en majeure partie 
les substances libérant par saponification un insaponifiable 
soluble dans les solvants des graisses. 


2° FRACTIONNEMENT DE LA FRACTION A, PAR DISSOLUTIONS FRAC- 
TIONNEES DANS L’ETIHER DE P&TROLE. — Nous avons constaté que 
les combinaisons de l’insaponifiable qui se trouvent dans A, 
sont assez solubles dans |’éther de pétrole, tandis que d’aulres 
substances qui les accompagnent le sont trés peu. Nous avons 
donc tenté la séparation des esters de l’insaponifiable par une 
série de dissolutions fractionnées dans l’éther de pétrole léger. 
Nous sommes ainsi parvenus a obtenir des fractions contenant 
jusqu’a 58,3 p. 100 d’insaponifiable et 40,5 p. 100 d’acides gras. 
Ces substances présentent l’aspect d'une cire pas trés dure 
fondant progressivemeat entre 41 et 47°, ce sont des esters de 
Vinsaponifiable. L’insaponifiable lui-méme parait se rapprocher 
des stérols sans que nous ayons pu jusqu'ici l’identifier 4 l'un 
des stérols que nous connaissons. 

L’insaponifiable de la fraction A et ses esters ne sont pas du 
tout acido-résistants. | 

Nous poursuivons 4 l’heure actuelle lVobtention de quantilés 
importantes de l’insaponifiable et de ses esters afin d’en pour- 
suivre l’étude chimique qui est encore assez loin de son terme. 

A cété des esters d’insaponifiable, la fraction A, contient en 
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petites quantités des substances peu solubles dans |’éther de 
pétrole et fondant vers 77°; en possédant encore trop peu, 
nous n’en avons pas entrepris | étude. 

La fraction A, est, nous l’avons dil, trés fortement pigmentée, 
elle ne se retrouve pas semblable a elle-méme lorsque l'on 
6tudie des bacilles non chauffés, aussi ne l’avons-nous pas 
étudiée avec soin; disons cependant qu'elle donne par saponi- 
fication des acides gras et du glycérol, mais la quantité de 
glycérol ainsi libérée est loin d’étre suffisante pour expliquer a 
elle seule la grande quantité de substances hydrosolubles que 
libére la saponification. Il doit donc exister dans cette fraction, 
a coté de glycérides, d’autres substances libérant par saponifi- 
cation ou par hydrolyse acide un ou plusieurs alcools hydro- 
solubles aulres que le glycérol et ces polyalcools ne sont pas 
des sucres réducteurs. 

La fraction acétonique ne présente aucun pouvoir hapténe, 
elle ne présente pas non plus la propriété dite « acido- 


résistance » si on pratique sur elle la réaction de coloration de 
Zieh\-Nielsen. 


Etude de la fraction B. 


Cette fraction fut plus particuliérement étudiée par M. Macsrsorur, G. Livy 
et J. Dreryck. 


Poids 7 gr. 4. Aspect: graisseux, dur, peu pigmenté. Riche 
en phosphore. 

La fraction B est obtenue, nous l’avons vu, 4 l'état de solu- 
tion dans 3 litres environ d’alcool, on évapore cette solution 
dans le vide, le résidu est desséché avec soin, puis on le reprend 
par de l’éther; il reste, non dissoute, une fraction B, pesant 
4 er. 56. 

La solution éthérée filtrée est évaporée & sec : le résidu 
desséché pése 5 gr. 54; il contient encore un peu de substances 
peu solubles dans l’alcool froid, qui appartiennent a la frac- 
tion C et qui] nous faut tout d’abord éliminer. Ces substances, 
désignées par le terme fraction C bis, pesent 2 gr. 58. ; nous les 
étudierons plus loin aprés la fraction C. 

Le reste de la fraction B pése 2 gr. 9 seulement, mais c'est 
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ici que se trouvent, comme nous allons le voir, d'une part des 
substances voisines des phosphatides possédant a un tres haut 
degré le pouvoir baptene, et d’autre part : 1° des glycé- 
rides curieux, trés solubles dans l’alcool et 2° des substances 
lipoidiques non phosphorées et ne contenant pas de glycérol, 
mais d'autres polyalcools qui ne sont pas des oses. 

Pour séparer |’un de l’autre ces deux groupes de substances, 
nous avons suivi une technique classique pour la séparation 
des lécithines; nous avons précipité les phosphatides par l’acé- 
tone. Nous avons opéré méthodiquement une série de préci- 
pitations au moyen d’acétone et ceci nous a permis d’obltenir 
0 gr. 76 de phosphalides bruts contenant 3,338 p. 100 de phos- 
phore que nousavons appelés fraction B,. 

Dans les solutions acéloniques dont on avait séparé les phos- 
phatides restaient les lipides sans phosphore ou fraction B,. 

Toutes les opérations praliquées jusqu’ici sur la fraction B 
nous ont, en résumé, permis d’obtenir & partir de B quatre 
fractions brutes trés différentes : 1° Une fraction dite C zs, 
trés peu soluble dans l’alcool froid, cireuse, blanche, fondant 
vers 70°, pauvre en phosphore (0,77 p. 100), que nous étudie- 
rons plus loin avec les fractions C dont elle n'est en somme 
qu une partie qui souillait B. 

2° Une fraction B,, trés peu soluble dans l’éther et assez peu 
dans l'alcool, riche en phosphore, fondant vers 140°. 

3° Une fraction de phosphatides B,, éthéro-soluble, insoluble 
dans l’acétone, fondant un peu au-dessus de 140° et possédant 
un pouvoir hapténe intense. 

4° Une fraction B,, fondant & basse température (vers 40°), 
tres pauvre en phosphore, soluble a froid dans l’éther, dans 
Yalcool et dans l’acétone. Cette fraction B, contient des glycé- 
rides et d'autres lipides sans glycérol. 

Ces quatre fractions sont trés nettement différenciées. Il 
nous restait & purifier les substances principales de chacune 
d’elles pour pouvoir en poursuivre I’étude. 


Erupes ve La Fraction B,. — Cette fraction est & peu pres 
insoluble dans l’éther. Elle laisse en outre par calcination 
d’assez notables quantilés de cendres. Nous avons done pensé 
qu'elle pouvait contenir des substances non lipidiques et peul- 
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étre aussi des cations combinées a des substances grasses a 
caractére acide dont ils modifiaient les solubilités. Pour éli- 


miner & la fois les substances non lipidigues et les cations, nous. 


avons opéré de la maniére suivante : 

Lrensemble de la fraction B, est repris par un mélange de 
2 volumes d’alcool absolu et de 1 volume d’éther de pétrole 
léger ; presque tout se dissout, le reste est en suspension. On 
place le tout dans une boule 4 robinet, puis on ajoule goutte a 
goutte, en agitant, de l’eau acidulée par 1 p. 4.000 d’HCl. 
Grace al'alcool absolu, l’eau reste en phase unique avec l’éther 
de pétrole, les lipides et acide chlorhydrique; ce dernier se 
combine aux cations qui pouvaient étre liés & des fonctions 
acides des substances de B,. On verse ainsi de l’eau acidulée 
jusqu’a ce que la quantité d’eau soit assez forte pour que se 
séparent deux phases distinctes, l'une, surnageante, d’éther de 
pélrole qui contient les lipides débarrassés de cations, l'autre, 
sous-jacente, hydro-alcoolique, contenant des sels et des sub- 
stances non lipidiques. On ajoute un peu d'eau distillée pour 
mieux séparer |’éther de pétrole que l’on sépare par décanta- 
tion, on le lave & deux reprises par de l’eau dislillée légére- 
ment alcoolisée. L’éther de pétrole est enfin évapuré, il ne 
contient plus que 0 gr. 96 de lipides purifiés tandis que 0 gr. 6 
de substances non lipidiques ont élé éliminées dans les phases 
hydro-alcooliques. Les phases hydro-alcooliques-n étaient pas 
tout a fait limpides; nous les avons agitées avec du chloro- 
forme pour voir sinous pourrions encore en extraire de petites 
quantités de lipides, et nous avons ainsi pu conslater que lechlo- 
roforme n’extrayait plus que d’infimes quanlilés de substances. 
Les phases hydro-alcooliques n’ont done pas entrainé de lipides. 

La fraction B, ainsi purifiée se présente sous l’aspect d'une 
cire trés dure, cassante, vitreuse, transparente, incolore fon- 
dant a 105-107° et contenant 2,1 p. 100 de phosphore. 

Par saponification la fraction B, libére : 


AGCICES TAS...) eee ne a) Cine ol acne en Rn eee 70.9 p. 100 
Insaponifiablesg. 5", eum ane cae) teen a re 15,86 — 
Hydrosolubles: nse Meae cee & ee ee eee ee A353 — 


L'hydrosoluble est constitué par de l’acide phosphorique et 
du glycérol sans autre substance en quantité notable, l’acide 
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phosphorique représentant 6,64 p. 100 de l'ensemble de la sub- 
stance B, et le glycérol environ 6,5 p. 100. 


Eroupe be La Fraction B, (PHOSPHATIDES). — Cetle fraction pése 
0 gr. 76 et contient 3,33 p. 100 de phosphore, elle est trés inté- 
ressante car elle présente avec une intensité remarquable le 
pouvoir de fixer l’alexine en présence de sérumé contenant des 
anticorps antituberculeux (réaction de Calmette ct Massol), elle 
est hapténe. Nous espérons revenir ultérieurement sur ce sujet, 
mais l'étude présente portant sur des bacilles chauffés il était 
a prévoir que les phosphatides avaient subi quelques modifica- 
tions ; aussi avons-nous Jimité leur étude a un essai de purifica- 
lion par précipitations répétées au moyen d’acétone. 

Dans cetle étude, nous avons été surpris de voir progressive- 
ment s’élever la teneur en phosphore jusqu’au chiffre trés élevé 
de 4,9 p. 100. La substance phosphorée ainsi obtenue se pré- 
sentait sous l’aspect d’une cire dure, cassante, lransparente, a 
peine teintée de jaune paille trés clair et fondant seulement 
vers 145° au bloc Maquenne. Ces résultats sont assez surpre- 
nants. Il est fort possible que la substance ainsi obtenue ne soit 
qu’un produit d’hydrolyse ou d’oxydation des phosphatides du 
hacille. Nous ne pourrons conclure a ce sujet qu’apres |’étude 
des fractions phosphatidiques que nous préparons actuellement 
a partir de bacilles frais non chauffés. IL est 4 noter cependant 
que la substance obtenue ici présente un pouvoir hapténe 
extrémement intense. Les modifications produites par le chauf- 
fage des bacilles laissent persister ce pouvoir. 

Nous avons analysé une partie de notre substance et nous 
avons trouvé les résultats suivants : 


Pnacelvone. Ty Ws 41 oo 5 6 6 eo oo 5 Be 4,9 soit: acide phospho- 
rique, 15,5 p. 100. 
PAVE OCG een LUO meen ate seo etet ts toy Oo rer Leu golile) cau wollte! debe 1,9 environ. 
Acides gras (et trace d'insaponifiable), p. 100 . . 67 
Sucres réducteurs (calculés en glucose, aprés 
livelrolyseracide) ip 100s smite ltl t) imines Gr 


La saponification alcaline libére une substance hydrosoluble 
non réductrice qui, par hydrolyse acide, donne des sucres 
réducteurs. On obtient directement des sucres réducteurs si 
l'on soumet les phosphatides eux-mémes & une hydrolyse acide 
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prolongée, a Vautoclave. Si l’on admet que la substance azotée 
inconnue et hydrosoluble libérée par hydrolyse pése seulement 
cing fois plus que l’azote quelle contient, on retrouve un total 
de 100 p. 100 pour 'ensemble des produits d’hydrolyse, aucune 
autre substance indéterminée n’est donc a rechercher. 

Nous avons voulu voir avec C. Ninni si, par inoculation a 
animal, la substance phosphorée hapténe provoquait l’appa- 
rition dans le sérum d’anticorps spécifiques ; nous avons injecté 
a des lapins des émulsions de cette substance seule ou mélangée 
a des protéides étrangers (sérum de porc), el nous avons ainsi 
obtenu des sérums pour lesquels la réaction de déviation du 
complément, selon la technique de Calmette ct Massol, était 
nettement positive; mais la réaction de Bordet-Wassermann 
était également positive. Nous avions done fait apparaitre des 
anticorps non spécifiques. Nous cherchons actuellement & repro- 
duire ces expériences avec des phosphatides extraits de bacilles 
non chauffés pour savoir si la spécificité antigénique existe dans 
ce cas. 


KrubE bE La Fraction B,. — Cette fraction pése 2 er. 13; elle 


: 
fond progressivement entre 43 et 57°; elle contient seulement 
0,82 p. 400 de phosphore et ne présente qu’une « acido-résis- 
tance » insignifiante. Elle présente l’aspect d’une masse grais- 
seuse légérement pigmentée en brun-orangé clair. Cette fraction 
a 6té obtenue a |’élat de solution dans de l’acétone refroidie a 
0°, elle contient cependant encore un peu de phosphore lipi- 
dique. Nous avons tout d’abord essayé d’en éliminer les impu- 
relés phosphorées et, apres divers essais, c'est encorea l’acétone 
que nous avons dii avoir recours pour celte purification. Pour 
cela, nous avons dissous l'ensemble de B, dans le moins possible 
d’acétone tiéde, puis nous avons séparé la partie la moins soluble 
par refroidissement & 0°; puis, par une série de reprises métho- 
diques a l’acétone, nous avons fini par éliminer de B, deux 
impuretés différentes : 

La premiére, trés peu soluble dans l’acétone & 0° et peu 
soluble dans l’acétone tiéde, pesait 0 gr. 26, fondait vers 75° et 
contenait 1,17 p. 100 de phosphore. Cette impurelé était acido- 
résistante et assez fortement haptene, elle était une petite quan- 
tité d'un mélange des fractions C et B, qui souillait B.. 
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La deuxiéme, peu soluble dans l'acétone & 0°, mais bien 
soluble dans l’acétone tiéde, pesait seulement 95 milligrammes, 
mais contenait 4,95 p. 100 de phosphore. Cette impureté est 
peut-étre constituée par des produits d’hydrolyse des phospha- 
tides. ll est trés difficile de l’enlever complatement de B, qui, 
méme aprés la série de purifications dont nous venons de parler, 
contient encore 0,39 p. 100 de phosphore. 

La fraction B, ainsi purifiée pesait 1 gr. 65 et nous sommes 
encore parvenus & lui enlever 0 gr. 2 d’impuretés phosphorées 
en lui faisant subir la série d’opérations suivantes : 1° dessic- 
cation absolue et reprise par l’éther anhydre; 2° dissolution 
dans l’alcool; 3° précipitation par addition d'eau. 

La fraction B, ainsi purifiée pesait 1 gr. 48 et ne contenait 
plus que 0,23 p. 100 de phosphore, elle fondait vers 32° et se 
présentait sous l’aspect d’une graisse assez molle, tres légére- 
ment teintée d’ambre. 

Pour purifier plus encore B, et l’obtenir rigoureusement sans 
phosphore, il aurait suffi, croyons-nous, de lui faire subir une 
série prolongée de dissolutions et de cristallisations fractionnées 
dans l’acétone ; mais notre purification était déja suffisante pour 
que nous puissions nous rendre compte de la nalure des graisses 
qui constituent B,. 

B, purifiée ne possede plus du tout d’acido-résistance, ni 
aucun pouvoir hapténe sensible 4 la réaction de Calmette et 
Massol. Par saponification, B, libére 80 p. 100 environ d’acides 
gras, du glycérol et seulement des traces insignifiantes d’un 
insaponifiable éthéro-soluble provenant sans doute d’impuretés. 

Nous avons fractionné la fraction B, et nous avons pu nous 
rendre compte qu'elle contenait deux types de substances diffé- 
rentes : 1° des glycérides; 2° des eslers d'un alcool inconnu 
autre que le glycérol. Voici le principe du fractionnement qui 
nous a permis de nous rendre compte de ce fait: dans un 
volume d’éther aussi faible que possible nous avons dissous a 
la température ordinaire 1 gr. 35 de B,, puis nous avons 
refroidi la solution & 0°, il est apparu un précipité. Ce précipité 
fut purifié par reprise & l’éther tide et précipitation a 0°. La 
fraction ainsi obtenue dénommée 8, pese 446 milligrammes. 
Elle fond & 30-32°; elle est constituée uniquement par des gly- 
cérides contenant comme seules impuretés des traces de phos- 
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phore (0,22 p. 100) et des traces d’insaponifiable éthéro-soluble. 

Par saponification de $,, on obtient 91 p. 100 de substances 
éthéro-solubles (acides gras et lraces d’insaponifiable) et des 
substances hydrosolubles constituées uniquement par du gly- 
cérol. 

Les solutions éthérées-méres de 6, sont concentrées légére- 
ment, puis refroidies pour en éliminer les derniéres traces de 
8, et l’on constate que les substances restées en solution dans 
l’éther froid (fraction $,) ne contiennent plus de glycérol, mais 
donnent par saponification 80 p. 100 d’acides gras et environ 
20 p. 100 de substances hydrosolubles qui ne sont pas du gly- 
cérol ni des sucres réducteurs. L’étude de ces substances est 
encore en cours. 

Un fait curieux se dégage dé)a de nos résultats : 

Le bacille de Koch utilise volontiers le glycérol comme prin- 
cipal aliment carboné et, malgré cette aftinité assez particuliére 
pour le glycérol, les bacilles de Koch constituent la majeure 
partie de leurs lipides au moyen d’aulres alcools que le glycérol. 

Nous avons en effet déja vu que Jes lipides de la fraction A 
donnent par hydrolyse moins de 4 p. 100 de glycérol et prés de 
15 p. 100 d'autres alcools hydrosolubles. Nous avons aussi vu 
que les phosphatides de la fraction B, ne contenaient pas trace 
de glycérol. Nous venons enfin de voir que la fraction B, ne 
contient que peu de glycérine (6,). Nous verrons plus loin que 
les fractions C, D, E ne contiennent pas de glycérol. Dans les 
substances lipoidiques totales du bacille, nous avons calculé 
que la quantité de glycérides est au total in{érieure a 12 p. 100 


Etude de la fraction C. 


Cette fraction ful plus particuliérement étudiée par M. Machebceut, 
N, Fethke et G. Lévy. 


by Ko ip 1 
Poids : 5 gr. 4. Masse cireuse blanche, dure et cassante, faci- 
lement fusible en un liquide huileux transparent, incolore (ay. 


(1) De cette fraction C, il faut rapprocher la fraction C bis extraite des 
fractions B (voir ci-dessus p. 288) et qui, nous l’avons dit, est une partie de C 


restée dissoute a froid dans alcool qui contenait B. Nous étudierons © bis 3 
la suite de C. \ 
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Nous avons déja dit que la fraction posséde & un tres haut 
degré la propriété dite « acido-résistance ». Nous avons donc 
cherché & extraire de C la substance qui lui confére cette pro- 
priété et & la purifier autant que possible, afin de pouvoir en 
étudier la nature chimique. Cetle purification fut longue et 
délicate ; mais nous avons l’impression d’étre parvenus & avoir 
la substance acido-résistanle & un degré de pureté assez avancé. 

La fraction C contenait seulement 0,7 p. 100 environ de 
phosphore, il était difficile d’admettre qu'une si faible teneur en 
phosphore ne soit pas due & une impureté; nous avons donc 
pris, pour contréler et pour suivre nos opérations de purifica- 
tion, les deux criléres suivants : 1° élimination des substances 
non acido-résistantes ; 2° élimination des substances phos- 
phorées. Nous nous sommes rapidement rendu compte que les 
impuretés phosphorées que nous parvenions 4 éliminer n étaient 
pas acido-résistantes. Nous avons eu cependant a enlever 
aussi quelaues impuretés non phosphorées et non acido-rési- 
stantes. 

Nous allons décrire en détail les opérations qui nous ont 
permis d’effectuer ces purifications, car certains auteurs avaient 
cru pouvoir rapporter & des phosphatides complexes le pou- 
voir acido-résistant du bacille tuberculeux. Ils n’avaient sans 
doute pas purifié les substances quils ont étudiées, car nous 
pouvons affirmer que nous avons pu extraire en abondance, des 
corps bacillaires chauffés, une substance extrémement acido- 
résistante et alcoolo-résistante, ne contenant pas la moindre 
trace de phosphore. 


PURIFICATION DE LA SUBSTANCE ACIDO-RESISTANTE. 


Nous nous sommes tout d’abord rendu compte qu'il existait, 
dans la fraction C, des substances phosphorées moins solubles 
dans l’alcool chaud et d’autres plus solubles dans l’alcool froid 
que la substance acido-résistante elle-méme. Nous avons basé 
sur ces observations un premier fractionnement au moyen 
d’alcool. 


Fractionnemenr pe CG par ’atcoor. — L’ensemble de © 
(5 gr. &) est placé dans un ballon surmonté d’un réfrigérant 
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ascendant; on ajoute 200 cent. cubes d’alcool & 96°, puis on 
porte a l’ébullition pendant un quart d’heure. La solution 
alcoolique est ensuite filtrée, bouillante, par aspiration a tra- 
vers un filtre en verre poreux. On remet dans le ballon, avec 
les substances non dissoutes, 200 cent. cubes d’alcool, puis on 
renouvelle les opérations. On pratique ainsi cing épuisements 
consécutifs par l’alcool bouillant. Il reste dans le ballon et sur 
le filtre de verre un petit résidu trés peu soluble dans l’alcool 
chaud, qui constitue la fraction C, (0 gr. 41) dont le point de 
fusion est trés élevé (220-225°) et la teneur en phosphore élevée 
(1,9 p. 100). 

Celte substance n’est pas du tout acido-résistante; elle est 
voisine de celles que nous étudierons plus Join dans la frac- 
tion D et donne, comme elles, par hydrolyse, des sucres réduc- 
teurs et des substances éthérosolubles. 

La substance acido-résistante qui nous intéresse s'est donc 
dissoute, un peu purifiée, dans l’alcool chaud, elle se précipile 
par refroidissement & la température ordinaire; on la recueille 
par filtration et nous la désignerons, pour abréger, par Je terme 
fraction C,; elle pése encore 3 gr. 67 et ne contient déja plus 
que 0,27 p. 100 de phosphore, elle fond & 50-55”. 

La solubilité de la substance acido-résistante dans alcool a 
la température de 15° est faible, mais pas nulle; il en reste 
donc un peu en solution dans l’alcool; pour récupérer celte 
partie, nous avons refroidi les solutions alcooliques & 0°, ce 
quia provoqué la précipitation de 0 gr. 11 de substance acido- 
résistante un peu moins pure, fraction C,, contenant 0,45 p. 100 
de P et fondant entre 45° et 52°. 

Il reste enfin, en solution dans l’alcool refroidi, d’abondantes 
impuretés non acido-résistantes et assez notablement phos- 
phorées, pesant 1 gr. 16 et fondant a 44°; elles contiennent 
1,17 p. 100 de phosphore. Ces substances (fraction C,) sont, en 
somme, des parties de la fraction B qui souillaient C. 

Dans le tableau n° 2 ci-contre, nous avons résumé les phases 
el les résultats du fractionnement de C que nous venons de 
pratiquer au moyen d’alcool. 

Les résultats de ces cpérations sont excellents, mais la puri- 
fication est encore incomplvle, il reste encore 0,27 p. 100 de 
phosphore dans la substance acido-résistante C,,. 
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Tasteau Il, — La fraction C pesant 5 gr. 4 est traitée 5 fois 
consécutives par 200 cent. cubes d'alcool bouillant. 


On obtient : 
| 
ae bee | 
Résidu non dissous : Une solulion alcoolique chaude, 
Fraction C, on la refroidit & + 15°. 
0 gr. 44 On obtient : 
P. F. : 220-225° | 
Phosph. p. 100: 1,9 | 
Pas AL AS Be : 
i acide-récistance Un précipité : Une selulion: 
(C, est un peu de D Fraction C, on la refroidit 4 0°. 
ME quisouillaitC), 5, 28",67 On pea : 
Phosph. p.100: 0,27 
Forte Se NEE) e : 
Aniderkelstance! Un précipité : Une solution 
Fraction C, qui contient : 
0 gr. 414 Fraction C, 
P. F. : 45-520. 41 or. 16 
Phosph. p.100: 0,45 P. F. : 41-420 
Forte Fhosph. p.4100: 4,37 
acido-résistance Pas 
(C, est du C, d’acido-résistance 
moins pur). (C, est du B qui 


souillait C). 


PURIFICATION DE LA SUBSTANCE ACIDO-RESISTANTE PAR LE BENZENE 
ET L’ALcooL. — Aprés divers prélévements pour analyses, il 
nous restait 3 gr. 52 de C,, que nous avons dissous dans du 
benzéne trés pur, puis de cette solulion nous avons précipité la 
substance acido-résistante par de l’alcool sans excés. Pour éli- 
miner les cations qui pouvaient étre fixés & notre substance, 
nous avions acidifié légérement l’alcool en lui incorporant 
1 p. 2.000 d’acide chlorhydrique. Le précipité fut recueilli, 
remis en solution dans du benzéne; la solution fut filtrée 
jusqu’a limpidité parfaite, puis la substance acido-résistante 
fut précipitée une fois encore par de |’alcool acidulé. Le préci- 
pité fut, une troisiéme fois, mis en solution dans du benzéne et 
précipité par de l’alcool; mais l’alcovl utilisé ne contenait plus 
d’acide. Le précipité final obtenu (substance acido-résistante 
déja assez pure) pesait sec 2 gr. 07, nous l’avons désigné par le 
terme fraction ®. C’est une poudre parfaitement blanche, fon- 
dant 4 54-56°, et ne contenant plus que 0,15 p. 100 de phos- 
phore. La purification est assez sensible, mais pas encore 
parfaile, nous obtenons ainsi un peu plus de 2 grammes de 
substance acido-résistante ne contenant plus que 0,15 p. 100 de 
phosphore. 
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Pour terminer la purification de ® et de lui enlever ses der- 
niéres impuretés phosphorées ou non acido-résistantes, nous 
avons eu la chance de trouver la méthode suivante qui s’est 
montrée parfaile : 


PURIFICATION DE LA SUBSTANCE ACIDO-RESISTANTE PAR L’ACETONE. — 
Apres les prélévements pour analyses, i] ne restait plus que 
| gr. 90 de ®; nous les avons placés avec 200 cent. cubes 
d’acétone dans un ballon surmonté d'un réfrigérant a reflux, et 
nous avons porté le tout a l’ébullition pendant une demi- 
heure; aprés quoi nous avons décanté et filtré bouillante la 
solution acétonique. Tout ne s’était pas dissous et nous avons 
repris quatre fois encore le résidu non dissous, dans les mémes 
conditions, par de l’acétone bouillant. 

Nous avons ainsi constaté qu’une petile quantilé de subs- 
tance ne s’élait pas dissoute dans l’acétone chaud. Ce résidu 
pesait sec 0 gr. 14; il fondait seulement 4 220-225° et contenait 
1,6 p. 100 de phosphore. Il n’était pas du tout acido-résistant ; 
c était une impureté phosphorée semblable ou identique a celle 
gue nous avions déja éliminée précédemment sous le terme C,. 

Les solutions acétoniques refroidies laissent déposer des 
précipités absolument dépourvus de phosphore et trés acido- 
résistants, qui sont la substance que nous cherchons, enfin 
_ privée de toutes ses impuretés phosphorées. La solution acéto- 
nique provenant du premier épuisement laisse déposer 4 gr. 53 
de précipité, que nous appellerons ©,, dont le point de fusion 
est 57-58°. Les solutions acétoniques provenant des 2°, 3°, 4° 
et 5° épuisements laissent respectivement déposer 20 milli- 
grammes, 7 milligrammes, 3 milligr. 6 et 5 milligrammes de 
substances que l’on rassemble toutes en une seule fraction 4,, 
qui est également non phosphorée, et ce fait est trés remar- 
quable car il montre combien grande est l’insolubilité dans 
Vacétone chaud de Vimpureté phosphorée. Les substances qui 
conslituent ©, fondent & 57° et sont aussi acido-résistantes 
que ?, dont ellesne sont donc qu'une partie. 

Les solutions acétoniques dont on a séparé A froid les sub- 
stances ®, et , sont rassemblées et évaporées. Elles laissent 
seulement un infime résidu pesant 42 milligrammes, fondant 
a 53-54°, non phosphoré, et ne possédant pas d’acido-résistance. 
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Ceci montre combien est faible la solubilité de la substance 
acido-résistante dans l’acétone froid, puisque, dans 1 litre des 
solutions-méres acétoniques, on ne trouve que d’infimes traces 
d’impureltés sans aucune acido-résislance. 

L’acélone s'est, en somme, révélée un merveilleux solvant 
pour la purification de la substance acido-résistante. 

La substance acido-résistanle trés purifiée 0, a résisté aux 
tentalives de fractionnement que nous avons effectuées, elle 
est donc peut-étre une substance définie ou, tout au moins, un 
mélange de substances extrémement voisines. Nous ne rappor- 
terons pas ici les résultats de l’stude chimique détaillée que 
nous avons entreprise pour nous renseigner sur la nature chi- 
mique de la substance acido-résistante ; nous espérons y revenir 
sous peu. Nous nous contenterons de résumer, en un tableau, 
ses diverses propriétés physiques et d'indiquer sa composition 


élémentaire. 
Substance acido-résistante. 


Aspect. — Cire dure blanche fondant 4 57-38° en une huile transparente 
absolument incolore. 

Solubililés. — Fortes dans benzéne, chloroforme, éther de pétrole. Assez 
fortes dans l’acétone chaud et l’alcool chaud. Trés faible dans l’alcool froid. 
A peu prés nulle dans |l’acétone froid. 

. Poids moléculaire. — Voisin de 1.100 (les chiffres trouvés pour deux prépa- 
rations différentes par la méthode ébullioscopique de Swientoslawsky sont 
4.072 et 1.063, en solution benzénique). 

Composition élémentaire. — Ne contient pas de phosphore ni d’azote, ni de 
soufre. C p. 100 = 80,16, H. p. 100= 12,73, O p. 100 =7,11. 

Acido-résistance. — Déposée en couche trés mince sur une lame de verre, 
puis colorée 4 chaud vingt minutes par la fuchsine phéniquée de Ziehl, elle 
reste encore colorée en rouge aprés une heure dans une solution a 25 p. 100 
d@acide nitrique puis une heure dans I’alcool. 

Saponification alcaline (en milieu alcoolo-benzénique) : 


INS COGS CA Mle ly See ate otone SG oct Gino Foe ee 85,6 p. 100 
Insaponitiableew sr. ss yeeigs re Gace ee 10,8 — 
Pas trace de glycérol. 


Le total: acides gras + insaponifiable est 96,5 p. 100; il n’y a done que des 
traces de substances hydrosolubles dont on ne peut tenir compte avec certi- 
tude (3,5 p. 100) carce chiffre est obtenu par différence et il peut correspondre 
seulement aux légéres pertes d’acides gras et d’insapgnifiable qui peuvent 
toujours exister dans la saponification quantitative d’une substance aussi 
‘difficilement saponifiable. 


La substance acido-résistante est assez; abondante dans, les 
lipides du bacille tuberculeux, puisque, apres toutes: les pertes 
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qu’ont pu occasionner la purification et les analyses effectuées 
pour suivre cetle purification, nous avons encore obtenu ici 
1 gr. 63 de cette substance en partant en somme d’un poids 
total de 30 grammes de substances lipoidiques brutes totales de 
bacilles. 

Ein partantdes grosses masses de bacilles qui ont été fournies 
par le service de la tuberculine de l'Institut Pasteur, nous 
avons déja pu préparer une vingtaine de grammes de substance 
acido-résistante, dent l’étude chimique est aujourd’hui assez 
avancée. 


SUBSTANCES QUL ONT ETE SEPAREES DE LA FRACTION ® 
AU COURS DE SA PURIFICATION. 


Pour oblenir la substance acido-résistante (2 grammes) a 
partir de la fraction C,, nous avons effectué une série de pré- 
cipitations par l’alcool 4 partir de solutions benzéniques (voir 
ci-dessus). Les solutions-méres alcoolo-benzéniques tenaient 
en solution des quantités assez notables de substances diverses ; 
nous avons refroidi ces solutions a 0°, ce qui fit apparaitre un 
précipité blanc, fraction ? (0 gr. 952) encore tres acido-résis- 
tante. Dans les solutions filtrées & 0° il ne reslait que 0 gr. 485 
de substances fraction f encore notablement acido-résistante. 
La substance ¢ était trés voisine de ©, un peu moins pure 
cependant (P. p. 100 0,44 et P.F. = 46 — 48°). La fraction / 
était trés différente (P. F.=42, P. p. 100=0,5) son acido- 
résistance était moins forte, et, par saponification, elle libérait 
19 p. 100 environ de substances hydrosolubles inconnues (pas 
de glycérol). La fraction f est donc constituée par des impu- 
retés qui souillaient © et leur acido-résistauce encore assez 
notable est probablement due & la présence de petites quan- 
tités de substances acido-résistantes restées avec f dans les 
solutions-méres. 


Fraction C bis. — Nous avons déja dit comment nous avions 
sorti des fractions Bune fraction C 6¢s analogue aux fractions C 
(voir p. 288) et dont nous avons renvoyé ici l'étude. Cette frac- 
tion pesait 2 gr. 48. Nous lui avons fait subir des fractionne- 
ments identiques & ceux auxquels nous avions soumis C, et 
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nous avons constalé que C 62s contient assez peu de substance 
acido-résistanle, mais surtout des impuretés plus solubles 
dans l’alcool telles que celles qui constituaient la fraction C.,. 


Etude de la fraction D. 


Cette fraction fut tout particuligrement étudiée par M. Macuesorur, A. Bon- 
wevor et N. Ferake. 


Poids, 5 gr. 21. Aspect résinoide ; ambré clair. 

Les solutions que |’on obtient en épuisant les résidus de 
corps bacillaires par l’éther sont & peu prés incolores, mais 
louches. Il est impossible de clarifier ces solutions par filtra- 
tion; elles conliennent des substances solides en suspension 
en fragments exlrémement fins. Nous avons donc évaporé les 
solutions éthérées, puis nous avons repris le résidu par du 
benzene qui dissout trés bien la fraction D. Les solutions ben- 
zéniques se laissent trés bien clarifier par filtration sur filtre de 
verre poreux a pores trés fins, mais la filtration est extrémement 
lente. Sur le fillre restent de petites quantités de substances 
qui, par hydrolyse, libérent des sucres réducteurs. 

La solution benzénique est évaporée a sec. Elle laisse un 
résidu dur, cassant, transparent, & peine teinté d’ambre clair, 
dont l’aspect rappelle en somme celui d’une collophane trés 
pale. Le point de fusion est peu net, mais extremement élevé, 
un peu au-dessus de 200°. La teneur en phosphore est 0,64 p. 100. 


FRAcTIONNEMENT pe LA Fraction J). 


La fraction D est mise en solution daas 200 cent. cubes de 
benzéne, puis on ajoute de alcool absolu qui provoque l’appa- 
rition d’un abondant précipilé blanc; on ajoute de l’alcool jus- 
qu’a ce qu'une addition ultérieure de quelques centimetres 
cubes ne provoque plus l’apparition d'un précipilé. 

Le précipité est remis en solution dans du benzéne, puis préci- 
pité une deuxiéme fois par de I’alcool absolu. Le précipité ainsi 
obtenu est recueilli et séché; il conslitue la fraction D,. 

Les solutions-méres alcoolo-benzéniques sont rassemblées, 
puis évaporées a sec, et le résidu est la fraction D.. 
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La fraction D, pese 3 gr. 86; c'est une poudre blanche, mais 
sion la dissout dans du benzéne, puis qu’on laisse évaporer la, 
solution, le résidu est une masse vitreuse résinoide, dure, cas- 
sante et transparente, a peine teintée d’ambre trés clair. La 
teneur en phosphore est 0,66 p. 100. Le point de fusion est 
tres 6levé : 243-244° au bloc Maquenne (fusion instantanée). 
(Par purification nous avons pu faire monter le point de fusion 
jusqu’a 288-289°.) . 

Cette fraction rappelle en somme, par certains de ses carac- 
teres, la fraction qu’Anderson appela «cire purifiée ». Anderson 
a fait de sa cire purifiée une étude chimique assez longue en la 
saponifiant et en étudiant les produits de saponification. Sa 
cire purifiée n’était certainement pas une substance pure ; elle 
donnait par saponification 40 p. 100 de substances hydroso- 
lubles, 5 p. 100 d’acides gras et 56 p. 100 d’une substance 
insaponifiable qu’Anderson appela « cire insaponifiable » et 
dont il n’a pu préciser la nature. 

Nous cherchons actuellement 4 fractionner notre fraction 
D, pour essayer d’en extraire des substances au moins a peu 
prés pures el nous espérons revenir bientét sur ce sujet. Disons 
déja que notre substance D, qui est loin encore d’étre une sub- 
stance pure présente déja un point de fusion supérieur de 80° a 
celui de cire purifiée d’Anderson. 

En saponifiant notre fraction D, brute, nous obtenons les 
résultats suivants (saponification par la potasse en milieu 
alcoolo-benzénique) : 


ACIO ESOT AG onan nc: serial ae ok cart ae na ay ae 12 =p. 100 
Insaponifiabler yes ae Sy. tee Ateneo ee 39,5 — 


le reste est hydrosoluble. Il représente & peu prés 49 p. 100. 

Pour nous rendre compte du poids moléculaire moyen 
des substances qui, par leur mélange, constituent D,, nous 
avons effectué une détermination ébullioscopique par la 
méthode de Swientoslawski sur la fraction brute en solu- 
tion dans du benzéne et nous avons trouvé un chiffre énorme, 
cerlainement supérieur & 4.000 et probablement inférieur 
a 5.000. 

La fraction D, pese 1 gr. 35, c’est une masse graisseuse assez 
molle, légérement teintée en brun orangé clair. Point de 


} 
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fusion : 45° (done beaucoup moins élevé que celui de D,). 
D, contient 0,62 p. 100 de phosphore. 

' Cette fraction semble correspondre assez bien a celle qu’An- 
derson appelle « soft vax »; c'est encore un mélange que nous 
essayons de fractionner. Voici les résultats que nouns donne la 
saponification alcaline en milieu alcoolo-benzénique : 


COO SEOT AS a peers NEEM Tbr e ot ite tack ce 12 ps 200 
RS AON Oper cette is ee cana el Pe nee. ey cs Bylo 


Le reste est hydrosoluble et représente environ 15 p. 100 
seulement. D, et D, different donc beaucoup par tous leurs 
-caractéres physiques et analytiques ; les points de fusion diffé- 
rent de plus de 200°, les teneurs en insaponifiables et en hydro- 
solubles sont trés dissemblables. 

Le fait le plus intéressant qui se dégage de notre bréve étude 
de ces fractions est le suivant : D, est une substance tras soluble 
dans le benzéne et le chloroforme et qui par saponification 
alcaline ou par hvdrolyse acide prolongée libére 50 p. 100 
environ de substances hydrosolubles et tout particuliérement 
de sucres réducteurs. 


Etude de la fraction E. 


Cette fraction fut tout particulitrement étudiée par M. Macarsoeur et 
G. Livy. ’ 


Poids, 1 gr. 8; aspect: vitreux transparent, dur, cassant, 
trés légerement ambré. 

La fraction E est assez riche en phosphore: 1,77 p. 100; 
elle fond & 65-66°. Comme cette fraction était peu abondante, 
nous lui avons réuni pour l’étudier la fraction homologue pro- 
venant d’une autre masse de bacilles. De cette facon notre étude 
a pu porter sur 3 gr. 31 de fraction E. 


FRACTIONNEMENT DE LA FRACTION EK. 


Il est tres difficile d’obtenir d’emblée des fractions trés 
nettement différenciées, et si, par exemple, on effectue une 
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précipitation fractionnée en quatre fractions par addition 
progressive d’alcool & une solution éthéro-chloroformique 
de E, on obtient quatre précipités dont les points de fusion 
décroissent progressivement, de la fraction la moins soluble 
(P.F. = 95°) ala fraction la plus soluble (P. F. = 45°), tandis 
que les teneurs en phosphore varient irréguliérement de 1,4 a 
2,4 p. 100. 

En pratiquant une longue série de fractionnements métho- 
diques, nous sommes cependant parvenus & isoler de E diverses 
fractions tres différentes les unes des autres. L’une de ces 
fractions E, en particulier, la plus abondante, présente un point 
de fusion trés élevé et une teneur en phosphore assez faible; 
elle semble identique & la substance qui constitue la fraction 
D, que nous avons déja étudiée. Tout le reste de KE est constitué 
par un mélange de plusieurs substances trés phosphorées (de 
1,5 4 2,7 p. 100 de P) et de points de fusion trés différents (45 4 
215°), qu'il est trés difficile de séparer et qui existent toutes en 
quantités trop petites pour que nous ayous pu en aborder ici 
l’étude. Ces substances phosphorées ne sont peut-étre d’ailleurs 
que des produits de dénaturation des phosphatides chauflés, 
et peu solubles dans les solvants des graisses, qui se sont ras- 
semblés dans la fraction E qui est en somme une fraction de 
queue. Nous espérons reprendre leur recherche avec les 
bacilles non chauffés. La seule partie de K dont nous rappor- 
terons aujourd’hui l'étude est la fraction E,, dont nous venons 
de parler, et que nous avons obtenue de la maniére suivante : 


OBTENTION DE LA Fraction E,. — 3 grammes de E sont dissous 
dans 25 cent. cubes de chloroforme; on ajoute 50 cent. cubes 
d’éther ; on obtient ainsi une solution parfaitement limpide, a 
laquelle on ajoute de lalcool en quantité suffisante pour 
obtenir un précipité abondant (120 cent. cubes d’alcool 
environ). Le précipité est séparé, puis remis en solution dans 
du chloroforme et de l’éther, et l’on renouvelle la précipitation 
par l'alcool comme ci-dessus. On renouvelle encore une fois 
ces opérations. Le précipité n° 1 ainsi obtenu est dissous dans 
50 cent. cubes de benzéne, puis on ajoute a la solution 20 cent. 
cubes d’alcool et l’on refroidit ’ensemble jusqu’a 0°. Il apparait 
un abondant précipité que l’on sépare a froid. On pratique une 
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deuxiéme précipitation dans les mémes condilions. Le préci- 
pité est enfin mis en solution dans 30 cent. cubes de benzene 
et, a cette solution, on ajoute seulement la quantité d’alcool 
nécessaire pour provoquer, a la température de 18°, un léger 
louche; puis on porte a la glace pendant toute une nuit. Le 
précipité définitif ainsi obtenu contient 1,27 p. 100 de phos- 
phore et fond vers 250° au bloc Maquenne. Ce précinité n° 2 
est dissous dans de l’éther de pétrole léger, auquel on ajoute 
ensuite un tiers de son volume d’aleool absolu. Le mélange est 
placé dans une boule a décantation et l’on ajoute goutte a 
goutte, en agitant, de l'eau acidulée par 2 p. 1.000 d’acide 
chlorhydrique afin de libérer les substances organiques des 
cations qui pourraient leur étre combinés. Lorsque la quantité 
d’eau ainsi ajoulée est suffisante, deux phases se séparent : 
lune, surnageante, d’éther de pétrole; Vautre, sous-jacente, 
d’alcool hydraté et acidulé. On ajoute un peu d’eau distillée 
pour permettre une meilleure séparation de |’éther de pétrole, 
mais assez peu cependant pour que le tilre de l’alcool ne 
s abaisse pas trop. On sépare, par décantation, la phase d’éther 
de pétrole que l’on lave & plusieurs reprises par agilalion avec 
de l’alcool & 70°, puis deux fois encore avec de l'eau légérement 
alcoolisée. La solution éthéro-pétrolique est enfin filtrée avec 
soin, puis évaporée a sec. Le résidu est la fraction EK, purifiée 
qui présente l’aspect d'une masse vitreuse lransparente, @ peu 
pres incolore, dure et cassante, fondant & 204° au_ bloc 
Maquenne. Son poids est 0 gr. 8 et sa teneur en phosphore 
0,77 p. 100. Cette substance est trés soluble dans |’éther de 
pétrole, dans le benzéne et le chloroforme, les solutions sont 
parfaitement limpides et incolores. 

La substance E, est trés curieuse, car, par saponification alca- 
line (en milieu alcoolo-benzénique), elle donne 50 p. 100 
environ de substances insolubles dans l’éther de pétrole, le 
benzene ou le chloroforme, mais solubles dans l'eau et l'eau 
alcoolisée, ces substances ne contiennent pas de glycérol, elles 
ne contiennent pas non plus de sucre réducteur, et cependant, 
par hydrolyse acide, elles Jibérent en abondance un sucre 
réducteur que nous avons reconnu étre un pentose et dont 
nous avons pu préparer la phénylosazone cristallisée purifiée 
qui fond & 165° au bloc Maquenne. 
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En somme, la saponification alcaline de E, en milieu alcoolo- 
benzénique ne libére pas de sucre réducteur, mais hbére une 
substance hydrosoluble non réductrice qui, par budeolies 
acide, libére un pentose. 

Le pentose semble étre le seul sucre réducteur, il est en tout 
cas trés dominant, mais la quantité de ce sucre que l'on trouve 
dans les produits de saponification est tres insuflisante pour 
expliquer la grande quantité de substances hydrosolubles.: 
A coté du sucre se trouvent d’autres substances hydrosolubles, 
dont nous ne connaissons pas encore la nature exacle, dans ces 
substances nous n’avons en tout cas pas rencontré de glycérol. 

Notre provision de E, étant faible, nous n’avons pas pu en 
poursuivre plus avant la purification. Nous espérons y revenir., 
Nous donnerons simplement aujourd’hui les principales carac- 
téristiques de E, tel que nous r avons obtenu. 


Fraction E, : 
Poiitide fusions. ae ners 2042 au bloc Maquenne. 
Teneur'en phosphore......-.. 0,77 p. 100. 


) 


Par saponification alcaline extrémement prolongée en milieu 
alcoolo- pad tise: on obtient : 


Hydrosoluble cca, np ates Sen ontop opalescent 50 =p. 100 environ. 
ACIUES PTAGt circ e to care ean eee 17,6 p. 100 
Insaponitiablesss: . ect avce 1 ec)". ace on een 32,5 p. 100 


Parmi les substances hydrosolubles se trouve une substance 
qui, par hydrolyse, donne un pentose et d’autres substances 
non réductrices, mais pas de glycérol. 

La fraction E, n’est pas acido-résistante. 

L’insaponifiable de E, n’est pas acido-résistant, il est solide, 
blanc et fond a 77-78°. | 

Chauffée & V’autoclave en présence d’une solution d’acide 
sulfurique & 5 p. 100, la substance E, s’hydrolyse trés lente- 
ment et, aprés de longues heures seulement, on parvient a 
obtenir des résultats constants qui sont les suivants : substances 
non dissoutes : 68,4 p. 100 et substances hydrosolubles (par diffé- 
rence) : 31,6 p. 100. Dans la solution aqueuse sont en abon- 
dance des substances réductrices et il est facile de former une 
phénylosazone trés bien cristallisée, soluble dans l’eau chaude 
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et cristallisant par refroidissement; cette osazone est tres 
soluble dans lalcool méthylique, elle fond, aprés purification, 
a 164-165° au bloc Maquenne (point de fusion instantané); la 
fusion est accompagnée de décomposition et, si !’on chauffe 
lentement I’osazone, elle se décompose déji bien au-dessous 
de son point de fusion. Le sucre est un pentose, car il donne trés 
nettement la réaction de G. Bertrand a l’orcine. Nous avons 
préparé de la xylosazone et nous lui avons fait subir les mémes 
opérations de purification que celles subies par ]’osazone que 
nous étudions, puis nous avons délerminé son point de fusion 
instantané au bloc Maquenne et nous avons trouvé 165-166°; 
nous avons done cru que le sucre de la fraction E était du 
xylose, car la correspondance était parfaite, mais le mélange 
des deux osazones fondait un peu au-dessous de 160°. Notre pro- 
vision de sucre inconnu était insuffisante pour que nous puis- 
sions en poursuivre l’identification; nous espérons revenir 
ullérieurement sur ce sujet. 

Dans la solution aqueuse sucrée obtenue par hydrolyse 
acide de E, nous avons mesuré le pouvoir réducteur vis-a-vis 
d’une solution cupro-alcaline par la méthode de Fontés et 
Thyvolle et nous avons calculé la teneur en sucre (en xylose), 
nous avons ainsi pu nous rendre compte que la quantité de 
sucre présente ne représentait que 40 p. 100 environ de la tota- 
lité des substances hydrosolubles libérées par l’hydrolyse de E. 
A cété du sucre se trouvent done d'autres substances hydro- 
solubles non réductrices et encore inconnues que nous nous 
proposons d'étudier sur les fractions correspondant 4 E que 
nous préparons actuellement en partant de grandes masses de 
bacilles frais non chaulfés. 


RECHERCHES 
SUR L’ANATOXINE DIPHTERIQUE RECUPEREE 


par N. N. SPASSKY et H. J. ODRINA. 


(Institut de Bactériologie de Kiew.) 


La haute valeur de l’anatoxine diphtérique comme antigéne 
est bien connue. Puisqu’il est possible, par différents procédés, 
de concentrer l’anatoxine diphtérique, il est tout naturel qu’on 


ait 6l6 amené a l'idée de préparer un vaccin diphtérique de . 


valeur suffisante pour qu'une seule injection fit capable 
d’immuniser les enfants. 

Schmidt a concentré l’anatoxine diphtérique par la précipi- 
tation avec |’hydrate d’aluminium, suivie de la dissolution du 
précipitat dans une solution de phosphale de sodium. Il a 
obtenu un produit qui contient 300 a 400 unités floculantes 
ou davantage dans 1 cent. cube et a trouvé que l’injection sous- 
cutanée de 0 c.c. 2 de celte substance crée chez lui une immu- 
nité telle qu'il supporte, trois semaines aprés, l’injection d’une 
quantité de toxine correspondant & 10 d. 1. m. Schmidt 
suppose que pour la vaccination des enfants il suffirait de 
faire une seule injection de cette anatoxine concentrée. 

Jensen fit chez l’enfant un essai de vaccination au moyen de 
l'anatoxine diphtérique ainsi concentrée. Cet auteur prit trois 
groupes d’enfants. 23 recurent sous la peau chacun 1 cent. 
cube d’anatoxine concentrée (contenant 150 unités floculantes) ; 
29 recurent 4 cent. cube d’anatoxine (300 unités floculantes) ; 
ainsi que 67 écoliers, pendant une épidémie de diphtérie dans 
leur école. Dans les deux dernicrs groupes, l’auteur observa 
que le Schick, positif avant l’immunisalion, devenait négatif 
chez 88 p. 100 et 90 p. 100 des vaccinés au bout d’un mois. 
L’accroissement de l’antiloxine dans le sang des enfants vac- 
cinés s'est fait rapidement. Le groupe des écoliers vaccinés 
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pendant l’épidémie de diphtéric fournit moins de cas de 
maladie que celui des enfants non vaccinés. 

Sparrow et Mayzner se sont servis, pour la vaccination de 
26, enfants d’une anatoxine concentrée et purifiée par l’ultra- 
filtration, d’aprés la méthode décrite par Zajdel. Les enfants 
recurent en une seule fois 1 cent. cube d’anatoxine (50 a 
400 unilés floculantes). La réaction fut moindre qu’aprés la 
vaccination habituellement effectuée au moyen de I’anatoxine 
non purifiée et non concentrée. La production de l’anatoxine 
dans le sang des enfants fut trés abondante. 

Parmi les nombreuses méthodes proposées pour la concen- 
tration de l’anatoxine diphtérique, la plus simple est celle de la 
récupération de l’anatoxine de Ramon et ses collaborateurs 
Legroux et Schoen. C’est pourquoi il nous sembla intéressant 
d’étudier sil n’était pas possible d’utiliser l’anatoxine récupérée 
comme vaccin antidiphtérique de grande activité. 

De plus, cette méthode de concentration de l’anatoxine 
diphtérique nous apparait la plus commode pour étudier la 
question de l’innocuité de |’anatoxine, pour les cellules et les 
tissus, dans les cultures de tissus; en effet, grace & la récupé- 
ration de l’anatoxine, on n’ajoute aucune substance qui pour- 
rait, par elle-méme, exercer une influence nuisible sur les 
cultures de tissus. Tout en ayant en vue le but pratique 
— l'application de l’anatoxine récupérée en qualité de vaccin 
antidiphtérique — il nous a semblé intéressant de comparer 
Vaction de lV'anatoxine sur les cellules et les tissus cultivés 
avec celle des mélanges de toxine et d’antitoxine. 

Les cultures de tissus sont trés sensibles a l’influence des 
moindres doses de toxine diphtérique, comme l’ont montré 
les recherches de Levaditi et de Mutermilch et celles de Kron- 
_towski. Pour cette raison, nous avons estimé que les cultures 
de tissus pourraient servir de pierre de touche pour étudier 
action des vaccins antidiphtériques et juger de leur innocuité. 

Pour obtenir un vaccin antidiphtérique plus actif que ceux 
employés ordinairement, des méthodes autres que la concen- 
tration de l’anatoxine ont été proposées: Ramon, Timbal et 
Nélis de méme que Marcelle Nicolle se sont servis, pour immu- 
niser les enfants, de deux injections d’anatoxine naturellement 
riche en unités antigénes (20 a 30 unités). 
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» Park et Schroder ont injecté aux enfants une anatoxine qui 
contenait 0,2 p. 100 d’alun et qui était, grace 4 cette addition, 
en partie précipilée. {ls obtinrent de meilleurs résultats avec 
cette anatoxine qu’avec l’anatoxine habituellement utilisée. 

Graham, Murphee et Gill utilisérent, pour immunisation 
des enfants, une anatoxine précipitée par l’alun, d’aprés la 
méthode de Glenny et Gill. 798 enfants furent vaccinés au 
moyen d’une injection unique d’anatoxine précipitée contenant 
5 a 10 unités floculantes; chez 185 enfants, la réaction de 
Schick, positive avant la vaccination, devint négative deux a six 
mois aprés l’injection. 613 enfants furent vaccinés, sans Schick 
préalable. Parmi eux, 72 p. 100 n’avaient pas atteint lage 
scolaire ; 96,6 p. 100 de ces enfants fournirent, deux & six mois 
apres la vaccination, une réaction de Schick négative. 


PREPARATION ET TITRAGE DE L’ANATOXINE DIPHTERIQUE RECUPERKE. 


Pour obtenir l’anatoxine récupérée, nous suivimes exacte- 
ment les prescriptions de Ramon: 4 uneanatoxine d une valeur 
de 12 414 unités floculantes nous ajoutames du sérum diphté- 
rique pour obtenir la floculation optima (ou initiale). 

Le mélange reste vingt-quatre heures a l’étuve, aprés quoi le 
liquide avec le sédiment formé est centrifugé. La partie liquide 
est rejetée; le sédiment est lavé dans la solution de NaCl, 
0,35 p. 100, puis 4 nouveau centrifugé et dilué dans une quan- 
tité convenable d’eau distillée 4 laquelle est ajouté de l’acide 
chlorhydrique jusqu’a pH = 6,2. Le liquide trouble est chauffé 
au bain-marie 4 82° pendant vingt minutes. Pendant cette 
opération, le liquide devient clair et l’antitoxine liée & ]’ana- 
toxine est détruite. 

Le liquide ne contient que de l’anatoxine récupéréea& la con- 
centration voulue. 

L’anatoxine diphtérique récupérée donne par elle-méme avec 
les sérums antidiphtériques une trop faible floculation. C’est 
pour cela que Ramon recommande, pour juger de la valeur 
floculante de l’anatoxine récupérée, de la mélanger & taux égal 
avec une anatoxine ordinaire dont la force floculante est 
connue. Dans ces conditions, la valeur floculante de l’anatoxine 
récupérée est facilement déterminée. 


LANATOXINE DIPHTERIQUE RECUPEREE 344 


- Nous avons préparé sept séries d’anatoxine récupérée, dont le 
taux floculant était de 40, 50 et 100 unités. 

En injectant 5 cent. cubes de ces différents échantillons 
danatoxine récupérée & des cohayes, ceux-ci ne présentent ni 
infiltration locale, ni chute de poids; trois semaines aprés 
Vinjection, la réaction de Schick est en général négative chez 
les animaux ainsi vaccinés, quirésistent par ailleurs al’injection 
d'une quantité de toxine représentant 10 d. 1. m. pour un 
cobaye neuf. . 

Pour juger dans quelle mesure la récupération purifie l’ana- 
toxine, nous avons pratiqué sur deux échantillons le dosage 
de l’azote (par la méthode de Kjeldall). Cette teneur fut trouvée 
égale a 12 milligrammes par 100 cent. cubes d’anatoxine récu- 
pérée, ce qui démontre que l’anatoxine récupérée par nous 
était trés pure, d'une pureté égale a celle des meilleures 
anatoxines purifiées par d’autres méthodes (voir Tasman et van 
Wasbergen). 


EXPERIENCES AVEC LES CULTURES DES TISSUS (1). 


Pour étudier l’influence comparée de l’anatoxine diphtérique 
récupérée et des mélanges de toxine-anlitoxine diphtérique 
nous nous sommes servis de cultures des tissus du ceeur d'un 
embryon de poulet agé de huit a dix jours et de celles d’une 
souche pure de fibroblastes (obtenue comme d’habitude du 
ceur d’un embryon de poulet). A des cultures préparées en 
goutte pendante, sur des lames de mica, il fut ajouté 25 p. 100 
et 50 p. 100 d’anatoxine diphtérique récupérée ou de mélange 
toxine-antitoxine. En méme temps et avec le méme matériel, 
des cultures-témoins furent préparées dans un milieu sans ana- 
toxine et sans mélange toxine-antitoxine. Aprés vingt-quatre 
heures d’incubation & 37°, on détermina quantitativement la 
croissance des cultures et l’intensité du métabolisme hydro- 
carboné. Pour estimer la croissance on dessinait les cultures 
a l'aide de Voculaire spécial de Nachet et on les mesurait 
ensuite avec un planimétre d’aprés la méthode d’Ebeling. 
L’estimation de l’intensité du métabolisme hydrocarboné se 


(1) Ces expériences furent exécutées dans le service de médecine expéri- 
mentale du professeur Krontowski. 
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faisait en définissant la consommation du sucre par la micro- 
méthode Magedorn-Jensen (Krontowski et Jazimirska-Kron- 
towska). 

Nous donnons des exemples des déterminations faites dans 
le tableau I, qui contient également un court résumé des proto- 
coles de nos expériences au moyen de cultures du coeur 
d’embryon de poulet. Le tableau Il concerne les cultures de 
fibroblastes. 

TasLeau I. — Action de lanatoxine récupérée et des mélanges toxine- 


antitoxine sur la croissance et le métabolisme hydrocarboneé 
de la culture du coeur de l’embryon de poulet. 


SUKFACE DE LA CULTURE CONSOMMATION | 
du sucre 
IL EST AJOUTE AU MILIEU en p. 100 

Au début Aprés 48 heures 
de l’expérience de croissance 


de Ja quantité 
primitive 


Culture-témoin . : 

Anatoxine 25 p. 100. 

Anatoxine 50 p. 100. 

Mélange toxine + antitoxine 
25 7p. 4100.5. 

Mélange toxine + ‘antiloxine 
DONDeOOTR EEE, 4.4 ema 33 Pas de croissance. 


TasLeAu Il. — Action de lanatoxine récupérée et des méJanges 
toxine-antitoxine sur la croissance des cultures d’une souche 
pure de fibroblastes. 


SURFACE EN CENTIMETRES CARRBES | 


IL EST AJUUTE AU MILIEU 


Au début Aprés 48 heures 
de lexpérience de croissance 


Culture-témoin 
Anatoxine 25 p. 100. . 
Anatoxine 50 p. 400 . 
Mélange toxine + antitoxine 25 p. 400. 
| Mélange toxine + antitoxine 50 p. 100. . . Pas" de croissance. 


Les tableaux | et IJ montrent que l’anatoxine récupérée, 
ajoutée en trés grande quantité au milieu, n’exerce aucune 
influence nuisible ni sur la croissance, ni sur le métabolisme 
hydrocarboné des cultures de tissus. La surface des particules 
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de tissus augmente de la méme fagon que dans les cultures- 
témoins. Il est & remarquer qu’il n’y a aucune différence entre 
les cultures du cceur d’embryon de poulet et celles de la souche 
pure de fibroblastes. De méme, la consommation du sucre est 
aussi intense dans les cultures contenant 25 & 50 p. 100 d’ana- 
toxine récupérée que dans les cultures témoins. Par contre, les 
cultures, auxquelles on a ajouté 25 & 50 p. 100 de mélange 
toxine-antitoxine, différent notablement des cultures-témoins. 
Liaffaiblissement de la croissance et du métabolisme hydro- 
carboné se fait remarquer déja dans les cultures avec 25 p. 100 
du mélange toxine + antitoxine. Les cultures qui contiennent 
50 p. 100 du mélange toxine + antitoxine ne donnent point de 
croissance. 

Il résulte tres clairement de ces expériences qu’en ce qui 
concerne l’action sur les cultures de tissus |’anatoxine récu- 
pérée, méme trés concentrée, peut étre considérée comme 
n’exercant aucune action nuisible, ce en quoi elle est supé- 
rieure aux mélanges toxine + antitoxine. 

Ces données, de méme que l|’€preuve de l’anatoxine récupérée 
sur les cobayes et les essais déja effectués ailleurs au moyen 
de Vanatoxine récupérée, nous autorisaient & commencer |’im- 
munisation des enfants avec l’anatoxine récupérée. 


Essais SUR L'IMMUNISATION DES ENFANTS. 


Pour nos essais, nous avons choisi des enfants de l’age d’un 
an et demi & six ans du Service de |'Institut de la Maternité et 
de !’Enfance. 

Ces enfants ont été soumis & un examen clinique, ils ne pré- 
sentaient aucune anomalie de développement. 

Nous avons immunisé 24 enfants chez lesquels la réaction 
de Schick était fortement positive. Un des enfants recut 
0 c.c. 5; 3 enfants recurent chacun 1 cent. cube d’anatoxine 
récupérée titrant 40 unités floculantes. 17 enfants recurent 
chacun 1 cent. cube d’anatoxine récupérée titrant 100 unités 
floculantes. Tous les enfants supportérent l’injection sans 
accuser la moindre douleur. Chez quelques-uns, on put remar- 
quer le lendemain une infiltration insignifiante. Un mois plus 
tard, on les soumit de nouveau & |’épreuve de Schick. 
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Voici les résultats obtenus : les 4 enfants vaccinés par l’ana- 
toxine & 40 unités floculantes présentérent un Schick de con- 
trdle négatif. Des 17 enfants vaccinés avec l’anatoxine récupérée 
titrant 100 unités floculantes, 4 ne purent étre soumis, pour 
des causes variées, a l’épreuve de Schick. Des 13 autres enfants, 
14 présentérent un Schick négatif et 2 un Schick positif. Deux 
semaines aprés, par conséquent un mois et demi aprés la vac- 
cination, on refit & ces 2 enfants l’épreuve de Schick, cette fois 
la réaction de Schick fut négative. 

Ainsi, six semaines aprés la vaccination des enfants au 
moyen d'une seule injection d’anatoxine diphtérique récupérée. 
Ja réaction de Schick, positive avant la vaccination, était 
négative. 


Discussion. 


Les faits déj& connus et nos propres expériences démontrent 
clairement que la question de la possibilité d@’immuniser les 
enfants par une seule injection d’un vaccin antidiphtérique 
trés actif, est en principe résolue. 

Lianatoxine récupérée par la méthode de Ramon et de ses 
collaborateurs surpasse les autres par lasimplicilé de sa prépa- 
ration. L’innocuité de l’anatoxine récupérée, établie par des 
expériences sur les cobayes, est encore affirmée par les essais au 
moyen des cultures de lissus. 

Les essais chez les enfants embrassent actuellement un trop 
petit nombre de sujets, néanmoins ils nous fournissent des 
résultats indubitables. L’absence de réaction marquée a l'injec- 
tion elle-méme et la transformation du Schick positif en 
Schick négatif prouvent la grande valeur de l’anatoxine 
récupérée. 


CONCLUSIONS. 


1. La méthode de la récupération permet de concentrer for- 
tement l’anatoxine diphtérique. La méthode est trés simple & 
exécuter. 

2. L’anatoxine récupérée n’exerce aucune influence facheuse 
sur la croissance et le métabolisme hydrocarboné des cultures 
de tissus méme si elle est ajoutée dans la proportion de 
50 p. 100 au milieu. 
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3. En ce qui concerne l’influence exercée par |’anatoxine 
récupérée sur les cultures de tissus, elle différe de celle des 
mélanges toxine + antitoxine préparés suivant la formule 0,1 Lt 
+ 0,75 AE. Ces derniers, ajoutés au milieu dans la proportion 
de 25 p. 100, inhibent fortement la croissance des tissus et le 
métabolisme hydrocarboné. Ajoutés en proportion de 50 p. 100, 
ces mélanges arrétent complétement la croissance des tissus. 

4. Appliquée a la vaccination des enfants, |’anatoxine récu- 
pérée se révéle inoffensive, elle ne provoque pas de fortes 
réactions et aboutit au changement du Schick positif en Schick 
négatif au bout de quatre a six semaines. 

5. Il nous parait désirable d’appliquer ce mode d’immuni- 
sation & un nombre plus considérable d’enfants. 
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FORMULE LEUCOCYTAIRE DANS LES INTOXICATIONS ; 
MEGAMONONUCLEOSE (!) 


par S. NICOLAU, P. POINCLOUX, L. KOPCIOWSKA et G. BALMUS. 


Dans le précédent mémoire que deux d’entre nous ont donné 
ici méme (2), nous avons montré que dans l’organisme des brilés 
se développait un principe toxique (que l’on peut mettre en 
évidence par injection intrapéritonéale de sang & la souris 
ou au cobaye) et que dans leur sang prenait naissance une 
réaction leucocytaire spéciale, la mégumononucléose. Cette 
réaction, qui consiste dans la multiplication des grands mono- 
nucléaires, des cellules primordiales, des cellules de Tiirck et 
dans l'apparition de cellules de Rieder, était prise par nous 
comme étant la conséquence de l’intoxication & laquelle les 
bralés sont soumis. Nous étayions notre opinion sur le parallé- 
lisme entre Vintensité de la mégamononucléose et celle de 
intoxication telle qu’on peut l’apprécier par le résultat des 
inoculations aux animaux. 

Dans ce travail, nous nous proposons de confirmer l’exac- 
titude de cette maniére de voir, en montrant quelle réponse 
les expériences ont donnée a la question suivante : les grands 
mononucléaires, dont le rdle est assez obscur, se trouvent-ils 
dans le sang des brilés en grand nombre et sous diverses 
formes, en réponse a l’incitation toxique, par suite d’un déter- 
minisme général, comme la polynucléose suit l’infecticn micro- 
bienne aigué etcomme |’éosinophilie refléte l’infestation helmin- 
thique? 


* 
wos 


Pour résoudre ce probléme, 20 lapins ont été intoxiqués par 
diverses substances; les formules leucocytaires (au nombre 
de 325) établies avec leur sang, les numérations de globules 


(1) Nicotau, PorncLoux, Koecrowska et Batmus. C. R. de l’Acad. d 
1933, p. 1733. ae 


(2) Nicotau et Potyetoux. Ces Annales, 52, 1934, 217. 
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blancs (160), les numérations de globules rouges (45), ont 


‘1c. 4. — Cellules mégamononucléaires provenant : 4, du Japin 198E (sang 
prélevé le cinquitme jour de Vintoxication par du venin de cobra) et b, du 
lapin 177E (sang prélevé le vingt-quatrieme jour de Vintoxication par le 
cyanure de Hq). 


montré que les réactions globulaires a ces intoxications 


318 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


sont de méme nature que celles observées chez les brtilés (1). 
Nous avons toujours noté un accroissement important des 
grands mononucléaires, les uns typiques, beaucoup & proto- 


Fic. 2. — Eléments de mégamononucléose, dessinés d’aprés des préparations 
de sang provenant des mémes lapins que dans la figure précédente (a, 
lapin 198E; 6, lapin 177E). A remarquer le polymorphisme nucléaire des 
monocytes et les altérations cytoplasmiques. 


plasme assez basophile (coloration au Giemsa lent) et bourré 


(1) Nrcotau et Porncvoux. Loe. cit. 
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de fines granulations azurophiles; beaucoup aussi & noyaux 
trés déchiquetés ou trés lobés, tendant vers la forme de Rieder; 
quelques-uns enfin & noyaux annelés, en bouée de sauvetage. 
Parallélement, nous avons toujours constaté la présence, en 
nombre moindre, mais cependant assez élevé, de cellules 
monocytaires jeunes, & cytoplasme relativement peu abondant, 
plus ou moins basophile et habituellement dépourvu de granu- 
lations; le noyau est sphérique pour les plus typiques d’entre 
elles; la chromatine est lache et moins colorée que dans les 
lymphocytes et les méso-lymphocytes; la dimension de ces 
cellules est inégale, mais toujours supérieure & celle des plus 
volumineux mésolymphocytes. Nous les englobons sous la 
dénomination générale de cellules primordiales. Et comme 
dans Je sang de nos animaux en cours d’intoxication, des 
formes intermédiaires multiples existaient entre les primor- 
diales les plus typiques et les grands mononucléaires clas- 
siques, la présence des unes et des autres nous a paru 
dépendante ; nous les comptons ensemble pour dénombrer 
ce que nous appelons mégamononucléose (fig. 1 et 2). En 
outre, nous ajoulons, 4 cette catégorie, les rares cellules 
de Rieder que nous rencontrons, ainsi que les cellules de 
Tiirck ; les premiéres sont toujours absentes, les secondes 
tres peu nombreuses, dans le sang des animaux normaux ; 
leur présence ou leur accroissement peuvent donc étre 


x 


raltachés a la défense contre l’intoxication. 


Il va sans dire que nous avons cherché a préciser la for- 
mule leucocytaire normale des lapins qui nous sont fournis a 
VInstitut Pasteur. 

Soixante et une formules, établies a partir de 45 lapins neufs, 
ont fourni les proportions moyennes suivantes : 


Polynucléaires pseudo-éosinophiles . . . . 48,5 
Polynucléaires éosinophiles ........ 1,5 
Polynucléaires basophiles .........- 3 


WG yMIPMOCVLeS a ras 4 1 cern i cums aan Ss Boies 
Méso-lmmiphoeytes’: = oa.) = =) + HOR 
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Grands mononucléaires.........--. Dil ail 
Cellulescde Rieder. We ree 0 Mégamononucléatres 
Cellulessdes unc kaaew neers eee) ae ere 0,25 3,80 p. 100. 
Primordialessiicck. dev, es ace cece 0,85 


Le chiffre de 3,80, obtenu pour la mégamononucléose en 
bloquant les grands mononucléaires, les cellules de Tiirck et les 
primordiales, nous parait étre un peu supérieur a la vérité, du 
fait que 4 de nos animaux (peut-étre spontanément intoxiqués, 
par voie digestive) avaient une mégamononucléose exception- 
nelle, 412,15, 11 et 16 éléments. 

D’autre part, nous avons surveillé pendant soixante-deux 
jours le sang de deux lapins témoins; 33 formules ont conduit 


au résultat moyen suivant : 
LAPIN 465% LAPIN 46608 


Polynucléaires pseudo-éosinophiles .... . 41,47 44,96 
Polynueléamesscosinophiles aan seen 0,53 1,8 
Polynucléaires basophiles =... ...:. 5. — 4,62 2526 
Lymphocytes. 4 seat kte eee eee 37 39,6 
Méso-ly mphocyles ea cmen nee eee Ss eae 8,17 
Grandsmononucléaress se eee eee 2,56 4,94 
Cetlulesvde: Turek: one ane een eee 0,43 73,99 0,3873,02 
Primordialesy., 2... coe eet oe 4 0,73 


Les valeurs maxima de mégamononucléose observées & un 
moment donné chez ces témoins pendant deux mois ont élé 
de 6,5 pour 465 KE et de 6 pour 466 E; quant & la moyenne, 
elle était de 3,99 et 3,02. 


I. — M&GAMONONUCLKOSE DES LAPINS 
INTOXIQUES PAR LE CYANURE DE MERCURE. 


Intoxication par voie veineuse, deux fois par semaine, avec 
une solution 4 0 gr. 001 par centimalre cube & raison de 4 cent. 
cube par kilogramme environ; 4 animaux en expérience : 3 ont 
succombé (neuviéme, quarante-deuxitme, quarante-quatrieme 
jours). Le quatriéme a survécu et nous l’avons observé pendant 
soixante-sept jours; la figure 3 montre la marche des injec- 
tions et de la mégamononucléose chez cet animal. 

A titre d’indicalion, voici comment se décomposait la méga- 
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mononucléose, chez cet animal, a quatre étapes de son intoxi- 
cation : 


6 20 38 42 56 

JOURS JOURS JOURS  JOORS JOURS 

Grands mononucléaires . 12,5 9,5 4,5 13,5 9,5 
Cellules de Rieder... . 0 0 0 0 0 
Cellules de Tirck..... 0,5 0,5 0 1 0 
ErimoOrdialeces nea aie © 41,5 3 13 7 6 


: <_ 
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Fic. 3. — Courbe montrant la mégamononucléose du sang périphérique du 
lapin 183E, animal intoxiqué a l'aide du cyanure de Hg. Les fléches du haut 
du tableau indiquent le rythme des injections intraveineuses et les doses 
de produit injectées. 


x 


Chez les 3 autres lapins soumis 4 l’intoxication mercurielle, 
la mégamononucléose est passée de : 
aan WSs Bo oo o 6 oo o Avant, 4,5 Cinquieme jour, 20,5 


IDEN OPIS Gy g oka od oc Avant, 3 Vingtiéme jour, 19,5 
Lgeyon0e. YAIBIBio so! Gio. Ol owl glo Avant, 4 Troisiéme jour, 10,5 
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Il. — M&GAMONONUCLEOSE DES LAPINS 
INTOXIQUES PAR LIODO-BISMUTHATE DE QUININE 
EN SOLUTION AQUEUSE A 0 eR. 01 DE BISMUTH-METAL 
PAR CENTIMETRE CUBE. 


Intoxication par voie veineuse, deux fois par semaine, & 
raison de 0,005 de bismuth par kilogramme; 3 animaux en 


wc 13° 0606 06 06 Q7S A nl i‘ te 


el 
PEC Ce Ce 
PECEEEEEEEEEEE EEE 
PEL BERESE 


al 
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61. 65}. 69. 73}. 


hic. 4. — Graphique montrant l’évolution de la mégamononucléose du sang 
périphérique chez le lapin 415E, animal intoxiqué a l’aide du iodoguinate de 
bismuth, soluble, par injection intraveineuse. En haut du tableau, on voit le 
rythme des injections et les doses. 


expérience : 2 ont succombé, les quarante-troisiéme et vingt- 
sixiéme jours. 

Le troisiéme a survécu et nous l’avons observé pendant 
soixante-douze jours; la figure 4 concerne cet animal. 

On trouvera ci-contre le détail de la mégamononucléose 


de cet animal pour quelques-unes des numérations effec- 
tuées : 
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2 14 26 38 52 
JOURS JOURS JOURS JOURS JOURS 
Grands mononucléaires . . 4 MUL 5) 10 8 5 
Cellulessde Rieder. 4... 0,5 4 0 Abn 4 
Gellules de Turck. . S . . 4 OFS: 0 2 0,5 
Prinvendtalessecenil. bite: 4 4 Paks 0,5 VRS 


Chez les deux autres lapins soumis & [intoxication bismu- 
thique, la mégamononucléose est passée de : 


LEED UAI SO pete. eee ete Avant, 4,5 Dixiéme jour, 15,5 
GTN: (6 9, Wi Gh Seah on Avant, 2 Vingt-six jours, 45 
Ill. — M&cGamMononucLéose DES LAPINS 


INTOXIQUES PAR LA CHLORALOSE. 


Aux doses nécessaires pour anesthésier le lapin, la chloralose 


008 Chloralose rr 
inlra-veineuse yf ‘dem : 
Im: par K (gr. 
z ime 
20 l 1 
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4. 5}. C9 13}. VT; at. 25. 29}. 33;. 3%. A; 45;. 495. 


Fic. 5. — Courbe de la mégamononucléose du iapin 412E, 
intoxiqué par la chloralose (deux injections). 


engendre la mégamononucléose sanguine (solution a 0 gr. 04 
par centimétre cube; voie veineuse; 0,08 par kilogramme). La 
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dose utile est d’ailleurs voisine de la dose toxique, puisque 
certains animaux y succombent. 

Trois animaux en expérience. Le premier, 170 E, n’a été 
anesthésié qu’une fois. Sa mégamononucléose, de 4 avant 
injection, s’est élevée & 16,5 au bout de sept jours, et n’est 
revenue a la normale (2,6) que vingt-sept jours plus tard. 

Les deux autres ont été anesthésiés deux fois & seize jours 
d’intervalle. La figure 5 exprime la mégamononucléose de l’un 
d’eux (le second a présenté des modifications de méme sens, 
mais plus discrétes). 


IV. — InroxicaTION PAR LA PERCAINE. 


L’anesthésie régionale par la percaine est suivie de modifi- 
cations leucocytaires analogues (0 gr. 003 de percaine Ciba 


Fic. 6. — Reflet de l'intoxication légére réalisée par l’anesthésie 
ala percaine chez le lapin 188£, traduit par la mégamononucléose. 


par kilogramme, la dose entiére étant dissoute dans 20 cent. 
cubes d’eau physiologique et injectée par une quarantaine de 
piqtres, le long des cdtés du rachis dorso-lombaire). La méga- 
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mononucléose qui s'ensuit est plus légére que dans les cas 
prévédents, mais elle est aussi remarquablement persistante. 
Les deux animaux que nous avons soumis & cette expérience 
ont donné des résultats analogues, dont la figure 6 donne 
Pimage. 
V. — Mé&camononvucciose DES LAPINS 
INTOXIQUES PAR LA TOXINE DU VIBRION SEPTIQUE. 


Intoxication par voie veineuse, deux fois par semaine, a 
doses prudemment croissantes de 0 gr. 001 & O gr. 003, 0 gr. 004 


5 
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Fic. 7. — Parallélisme de la courbe des doses de toxine (vibrion seplique) 
inoculées (trait pointillé) avec celle de la réaction de mégamononucléose 
(trait plein) (lapin 229B). 


et méme 0 gr. 005 de toxine desséchée du vibrion septique (1), 
dissoute a raison de 0 gr. 001 par centimétre cube au moment 


de l'emploi. 
. rye Diet ° : : bee , 
Trois animaux ont été soumis & cette intoxication; l’un d’eux 


(4) Nous exprimons tous nos remerciements a M. le professeur Weinberg 
qui a bien voulu nous confier de cette toxine pour nos expériences. 
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asurvécu (411 E) & Vinjection de 0,0205 de toxine en trente 
jours; sa mégamononucléose au début de l’expérience était 
a2; aprés la premiére injection, elle s’éléve & 7,5; puis elle 
oscille de 10 4414 éléments entre le douziéme et le trente-hui- 
time jour. Vingt-quatre jours aprés la derniére injection, elle 
était encore a 6 éléments. 

Un deuxiéme Japin intoxiqué de cette fagon a succombé le 
vingt-troisitme jour, la mégamononucléose (de 3 au début) 
s'étant élevée 13,5 trois jours avant la mort. 

Le troisitme animal est encore plus démonstratif (299 E). 
La figure 7, qui le concerne, montre que les deux courbes de 
mégamononucléose et d’intoxication sont exactement de méme 
sens. Dans le cas du lapin 299 H, l’accroissement terminal hatif 
des grands mononucléaires correspond exactement 4 l’augmen- 
tation rapide des doses de toxine lors des derniéres injections. 

On trouvera ci-dessous le détail des éléments de la méga- 
mononucléose pour quelques-unes des numérations effectuées 
chez le méme animal. 


2 4 5 a3; 49 22 32 

JOURS JOURS JOURS JOURS JOURS JOURS JOURS 

Grands mononucléaires. 2 2 . 7,5 4 3 6,0 6 10 30 
Cellules de Rieder. . 0 0 0 0 0 0 0 
Cellules de Turck. . 0,5 0 0 0,8 sa) 0 0) 
Ermiordialesi 1. 1. 00 3) 6 3,6 6 50) 5 

VI. — Mb&camononucLhosE DES LAPINS INTOXIQUES PAR LE VENIN 
DE COBRA. 


Intoxication par voie sous-culanée, deux fois par semaine, 
a doses progressives de 1/8 & 6/8 de milligramme, le venin 
cristallisé étant dissous au début de Vexpérience dans de 
eau physiologique, mis en ampoules et gardé & la glaciére 
(0,00025 de venin par centimétre cube). 

Cing lapins en expérience. Trois ont succombé, qui ont pré- 
senté une ascension terminale brusque de la mégamono- 
nucléose. Deux ont résisté; ils ont fourni tous deux des résultats 
comparables. La figure 8 concerne lun d’entre eux. 

On voit ici, comme pour l'intoxication par la toxine du 
vibrion septique, qu’il y a un parallélisme frappant entre l’in- 
tensité de la mégamononucléose et celle de l’intoxication. 
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* 
x *¥ 


Au cours de ces recherches nous avons observé, en outre, 
les faits suivants : 

{° La numération des globules blancs et rouges ne nous a 
rien révélé de caractéristique. Dans l'ensemble, les intoxica- 
tions provoquent Vhyperleucocytose (14.000 & 18.000 globules 
blancs). Mais les nombres trouvés ont été capricieux et des 


Fic. 8. — Parallélisme de Ja courbe des doses de venin inoculées (trait poin- 
tillé) avec celle de laréaction de mégamononucléose (trait plein) [lapin 410 E]. 


complications intercurrentes (maladie du nez, infection pulmo- 
naire, morsures), guoique incapables de déclencher la méga- 
mononucléose, ne nous permettent pas de formuler 4 ce sujet 
des conclusions nettes. 

2° L’intoxication par elle-méme n’a jamais engendré de poly- 
nucléose, ni de lymphocytose. La mégamononucléose est le 
reflet leucocytaire principal de l’intoxication. 

3° Chez certains animaux, nous avons constaté des poussées 
de polynucléose basophile ; mais elles n’ont jamais élé ni cons- 
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tantes, ni réguliéres, et rien ne nous a permis de pressentir 
le déterminisme de leur apparition. M. Levaditi, dans sa Thése, 
en 1902, Le Leucocyte et ses granulations, relate qu'il avait pu 
provoquer une augmentation (9 413 p. 100) du nombre des 


€C ANDRAOUSS OFF, 


Fig. 9. — Monocytes ou lymphocytes du sang périphérique des lapins 
intoxiqués (venin de cobra, iodoquinale de bismuth, toxine du vibrion sep- 
tique, etc.) en voie de division amitotique, ou a noyau déja divisé. Dans ce 
dernier cas, la cellule apparait bi-nuclée, conservant les caractéres cyto- 
plasmiques du monocyte ou du lymphocyte. 


polynucléaires basophiles, par injection au lapin de toxines 
staphylococcique et diphtérique. 
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Sur les trois animaux intoxiqués avec du bismuth, Yun 
(180 E) a eu 13, 15 et méme 16,5 p. 100 de polynucléaires baso- 
philes, tandis que les autres n’ont pas présenté de variations 
importantes de ces éléments. 

Sur les trois lapins acess avec du cyanure de mercure, un 


seul aussi (183 E) a eu jusqu’a 9,5, 13,5 et méme 18,5 p. 100 
de polynucléaires basophiles. 


Fig. 40. — Leucocytes de la série mononucléaire (monocytes ou lymphocytes 
en voie de division amitotique ou 4 noyau déja divisé dans le sang péri- 
phérique de souris intoxiquées |par injection intrapéritonéale de sang 
@animal brilé (une de ces cellules a méme trois noyaux). 


Sur les trois anesthésiés & la chloralose, un (170 E) en aeu 
jusqu’a 8 et 10 p.:100.: 

Enfin, sur les trois soumis 4 la ¢ozine du tee seplique, 
deux ont présenté de la polynucléose basophile (jusqu’a 12 
p- 100: pour. 299 E, jusqu’é 23 p. 100 pour 414 K). 

4° Alors que la présence d’hématies nucléées, de myélo- 
cytes et d’éléments: leucocytaires non: granuleux. dinucléés 

Annales de l'Institut Pasteur, t. LI, n° 3, 1934. 22 
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(fig. 9 et 10) est tres rare chez les animaux neufs, elle a été 
presque constante dans le sang des 19 lapins que nous avons 
intoxiqués (1/2 42 p. 100). 

5° Chez deux humains intoxiqués, nous avons ausst trouvé 
la mégamononucléose : Yun, convalescent du tétanos, avait 
12,5 éléments (grands mononucléaires, 11; celiules de Turck, 4: 
cellules primordiales, 0,5); l'autre, intoxiqué profondément 
par des trichocéphales, avait la forme leucocytaire suivante : 


Polynucléaires neutrophiles =. 2) sn 60,5 

Polynucléaires éosinophiles ........ 3,5 

Polynucléaires basephiles |. . = 5 - 2a 4,75 

yimphocytes’.. 2 heie i mae. eens {7 

Mésozlymphocytés 220.425 «2 See ce cae 
Grandsimonontcléainesen so s ee 41,5 J Mégamononucléose 
Cellulesiprimordialesey amen.) =) eee CTE 4) 42,25 p. 100., 


Ce sujet, apparemment débarrassé des _ trichocéphales 
depuis au moins quinze jours, ne présentait plus, on le voit, 
qu’une éosinophilie discréte; l’intoxication, cliniquement évi- 
dente encore, avait une expression leucocytaire persistante 
sous forme d’une mégamononucléose nette. 

Chez d'autres humains, diabétiques, atteints de gangréne 
des membres inférieurs, nous avons compté une mégamono- 
nucléose & 14, 16,5 et 12 éléments. Dans deux de ces cas, la 
mégamononucléose était le seul signe leucocytaire anormal ; 
dans le troisiéme, hautement fébrile, il y avait en outre poly- 
nucléose franche, & 77,6 pour 100. La mégamononucléose de 
ce dernier se décomposait de la maniére suivante : grands 
mononucléaires, 8,4; cellules de Rieder, 1,2; cellules primor- 
diales, 2,4. 


ConcLusIONs. 


Ces expériences montrent que /’organisme des lapins, lors- 
qu il est soumis d une intoxication, réagit au point de vue leuco- 
cytaire par la multiplication des grands mononucléaires, l’appa- 
rition de cellules de Tiirck, de cellules de Rieder, et de cellules 
jeunes de types variés, primordiales ; nous proposons de donner 
ace quadruple phénoméne le nom de Mégamononucléose. 
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Cette mégamononucléose, dont la valeur normale chez le 
lapin est inférieure a 4 p. 100, est généralement paralléle dans 
son intensité a Tintensité méme de Vintoxication. Elle est nette 
méme pour une intoxication peu intense; sa valeur triple, par 
exemple, aprés une seule injection de chloralose, a dose anesthé- 
siante ; elle double & la suite dune injection intra-musculaire 
de percaine a dose suffisante pour insensibiliser les trois quarts 
postérieurs du corps du lapin. Pour des intoxications plus pro- 
fondes, Bismuth, Hg, venin de Cobra, toxine microbienne, elle 
atteint des valeurs plus élevées, sextuplant ou méme décuplant 
son taux initial. Quand cesse intoxication, le retour de la méga- 
mononucléose a la normale se fait lentement, en dix-huwit a 
trente jours environ. 

La mégamononucléose est le signe leucocytaire principal des 
intoxications chez le lapin, comme la polynucléose est celui des 
infections microbiennes aigués, l’éosinophilie celui des infesta- 
tions helminthiques, la lymphocytose celut de certaines infec- 
tions chroniques. 

Ces conclusions confirment Vhypothése que nous avons faite 
sur la corrélation entre la toxicité du sang des britlés et la preé- 
sence, chez eux. d'une mégamononucléose précoce, intense et 
durable (1). 

Enfin, daprés nos premiéres constatations, \organisme 
humain réagit, lui ausst, aux intoxications par la mégamono- 
nucléose, signe que nous avions trouvé d ailleurs chez les 
hommes et femmes briilés que nous avons examinés. 


(Institut Pasteur.) 


(4) Nicotau et Pornctoux, loc. cit. 


SUR QUELQUES FACTEURS PHYSICO-CHIMIQUES 
DE L’@COLOGIE LARVAIRE 
DES ANOPHELES AU TONKIN 


(DEUXIEME NOTE), 


par H. G. 8. MORIN et H. BADER 


Dans une note précédente, nous avons signalé que le dosage 
en bloc de i’acide carhonique libre et du méme acide fixé aux 
bicarbonales fournissait d’uliles indications sur la composition 
chimique des eaux du Tonkin et sur leur aptitude 4 favoriser 
la pullulation de certaines espéces anophéliennes. 

Nous nous proposons aujourd’hui de compléter cette docu- 
mentation en recherchant d’abord l’explication des variations 
constatées par nous de l’indice carbonique; nous serons ainsi 
conduits & admeltre une action directe des eaux sur la terre 
comme origine principale de l’acide carbonique; dans un 
second chapitre, nous étudierons l’influence de certains sels 
alcalins sur la solubilité des carbonates terreux, étude qui nous 
aidera & comprendre la présence de larves d’anophéles vecleurs 
du paludisme dans les eaux saumiatres; nous envisagerons 
enfin, en apportant de ce fait une démonstration expérimen- 
tale, un mode de renouveilement de cerlaines collections 
liquides, en apparence stagnantes, qui nous permettra de 
constater sans trop de surprise que ces eaux se montrent fayo- 
rables au développement des larves de certaines espéces ano- 
phéliennes dont les eaux courantes constituent l’habitat exclusif, 


1. — Une origine méconnue de l’acide carbonique 
dans les eaux du Tonkin. 


« L’indice carbonique » des eaux du Tonkin présente, ainsi 
que nous l’avons signalé, son maximum dans les nappes arté- 
siennes puis viennent, par ordre décroissant, les sources, les 
puits, les ruissellements de montagne, les riviéres, les fleuyes. 
et enfin les mares. 
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D’ot peut provenir cet acide carbonique? 

On ne saurail songer & une origine almosphérique, car les 
eaux de montagne ont un indice élevé qui contraste avec la 
rarelé du gaz carbonique dans lair dés que l'altitude aug- 
mente. 

Pour la méme raison, il est impossible d’envisager une origine 
fermentaire, car les fermentations sont extrémement réduites 
en montagne, en raison de l'abaissement de la température. 

On sait cependant, depuis les travaux de Boussingault et 
Levy, que « les sols renferment un mélange gazeux analogue 
a celui de l’air » (41), mais plus riche en gaz carbonique. 

Cette teneur va en croissant avec la température et la pro- 
fondeur puisque Lisler trouve jusqu’é 1,74 p. 100 de CO? a 
{ métre de profondeur pour les hautes tempéralures. 

Dans un méme sol, la proportion de gaz carbonique varie 
notablement (Schleesing et Louis Mangin). 

On admet, en général, que la majeure partie de ce gaz carbo- 
nique provient de la destruction de la matiére carbonée orga- 
nique du sol par les microorganismes {Winogradsky et Ome- 
liansky). Nous nous sommes demandé cependant si une action 
directe de l'eau sur la terre ne pourrait ¢tre a lorigine d’une 
partie au moins de la produclion carbonique. 

Si de la silice gélatineuse (obtenue par le procédé de Wino- 
gradsky, ces Annales, 1932, p. 89) est mise en présence d’eau 
et de carbonate de chaux, on peut constater la production 
d’acide carbonique d’autant plus abondant que la température 
est plus élevée. 

La méme expérience réalisée avec du sable quartzeux a 
permis d’obtenir en présence de 300 cent. cubes d’eau distillée : 


TEMOIN 
20 grammes 
20 grammes sable quartzeux 
sable quartzeux +1 gramme 
carbonate de chaux 
NeTrold sens matlligramMes vou uence “ens 6,10 ayn 
A Vébullition, en milligrammes ...... 6,10 43,55 


montrant bien la possibilité de production de gaz carbonique. 


(1) Bonsean: Le sol, étude biochimique in Tratlé dHygiéne de Brouardel, 
Chantemesse, Mosny, 14; Le sol et Veau, Bailliére, 1925, p. 182 el 191. 
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ACTION DE L’EAU SUR LA TERRE. 


Le procédé employé consiste 4 traiter la steed pee 
présence d’eau (300 cent. cubes) dans un ballon eee 
cubes traversé pendant trois heures par un courant air a 
d’acide carbonique, par passage dans une lessive alcaline, et a 
recueillir l’acide carbonique dégagé par passage dans un volume 
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GRAPHIQUE 1. 


connu d’une solution titrée d’eau de chaux (méthode de dosage 
de l’acide carbonique libre et 1/2 combiné utilisé en hydro- 
logie). 

Afin de pouvoir établir des comparaisons, tous les chiffres 


trouvés ont 16 ramenés & 100 grammes de terre pour 300 cent. 
cubes d’eau. 


s 


Dans la nature, le cas le plus courant est celui de la terr 
de l’eau ; en répétant l’expérience d'action de l’eau sur 
tillons de terre ct ramenanta 100 grammes, ona : 


e et 
4 échan- 
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ECHANT. A ECHANT. B ECHANT. C KCAANT. D 


200 gr. 200 gr. 200 gr. 200 gr. 
A froid, en milligrammes. 3,38 8,27 8,05 oe32 
A lébullition, en milligrammes. 13,95 diBEoe 36,21 66,52 


L’influence de la température est trés nette. 

D’autre part, Vinfluence de la quanlité d’eau mise en ceuvre 
a été étudiée en prenant 200 grammes de terre, puis 
100 grammes, puis 50 grammes en présence de 300 cent. cubes 
etenramenant 4 109 grammes de terre les principes obtenus : 


AVEC AVEC AVEC 
200 grammes 100 grammes 40 grammes (D') 

A froid, en milligrammes.. 8,01 16,45 AO TTA 

A Vébullition, en milligrammes . . 36,21 63,54 83,95 


L’intensité du phénomene est donc en rapport avec la quan- 
tité d’eau et cette influence est plus marquée a !’ébullition qu’a 
froid. 

La terre D! fut alors pulvérisée, tamisée et expérimentée 
avant et aprés chaque opération (chiffres ramenés & 100 grammes 


de terre). 
' F G 
50 grammes 50 grammes 


50 é 
0 grammes’ “torre pulv. terre pulv. 


ere puly, et tamisée et tamisée 
A froid, en milligrammes, ... . 20,24 av 16,36 
A Vébullition, en milligrammes. . 124,03 100,32 412,28 


L’état de division de la terre a done son importance et il 
semble exister un optimum. 

En présence de ces résultats, il paraissait intéressant d’étu- 
dier l’adjonclion & la terre d’argile, de sable ou de carbonate 
de chaux représentant les apports éventuels des eaux de ruissel- 
lement. 

ROLE DE L’ARGILE. 


Les expériences ont été faites avec 2 échantillons donnant 
pour 20 grammes d’argile et 300 cent. cubes d’eau : 


NO 4 ARGILE N° 2 ARGILE 
20 grammes 20 grammes 


AS STO) Go meee TSS 6 ooh ¢ 5 0 oO oee Bp Url 5,4 
A l'ébullition, en milligrammes........ 8,55 7,53 


Total, en milligrammes..... 44,32 42,94 
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L’échantillon n° 2 additionné de 1 gramme de carbonate de 
chaux donne : 


Agiroid senenlligraniye Seem nme meme e-em 46,19 
A Vébullitions em milllieramimese meats eine crn 30,70 


Si nous ajoutons a ces 2 échantillons d’argile 200 grammes 
de terre A et B, nous obtenons : 


TERRE A TERRE B 
200 grammes 200 grammes 
+ 20 grammes + 20 grammes 
argile n° 1 argile n° 2 
A troid en milligrammes, <2) ce 47,552 44,344 
A Vébullition, en milligrammes. ..... 31,832 92,224 


soit en retranchant ce qui revient  l’argile dans le dégagement 
et ramenant 4 100 grammes de terre 


5 milligr. 89 ; 4 milligr. 46 
441 milligr. 63 42 milligr. 34 


Ce qui permet de penser 4 une adsorption possible du gaz 
carbonique par l’argile, fait constaté a froid dans le deuxiéme cas. 

L’addition de 1 gramme de carbonate de chaux et d’argile 
(n° 2) & 150 grammes de terre (B) a donné : 


AG roids renin li oma e Sue emer 35,904 
AN ébullition en mil lieranmne same len en ee eee 50,864 
TotalenwnilligrammMesi esr 86, 768 


et en retranchant ce qui revient au mélange argile + carbonate 
de chaux pour 150 grammes 


A froid, en milligrammes 190d 


AsVébullition venenptlliera tain Csr arene een 20,15 


eten ramenant a 100 grammes de terre : 


AUiroid, emisnat tli gran ecm eee ee see ood 
ACL ébullition, yeninnillararnnes ane meen anne 13 43 
Totalientnoiliikew aim ine Seen nee ee 26,57 


Il y a donc augmentation de la production totale de 
carbonique sous | influence du carbonate de chaux. 


(a fe) 
io) 
S 
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Avec 50 grammes de terre D‘ et 5 grammes argile n° 2. 


Astrord Senmailigerammes:. < |. jacliwn 6s ~ Gs G a eno 
A Pébullition, en milligrammes 


en retranchant ce qui revient 4 5 grammes d’argile : 
Ol ALLO meu yes) et iet fe 11,388, soit 22 milligr. 77 p. 100. 
— 1,884 4 ’ébuilition. . .. . 38,716, soit 77 milligr. 43 p. 4100. 
100 milligr. 20 p. 100. 


D’autre part, avec 50 grammes de terre pulvérisée et tamisée 

F-—_% grammes argile n° 2: 
ASE OUCH eae = hc 4 milligr. 136 —1,372—= 2,764, soit 5 milligr. 53 p. 100. 
A Vébullition. . 50 milligr. 771 — 4,884 = 48,887, soit 97 milligr. 77 p. 100. 
103 millgr. 30 p. 100. 


En comparant avec les chiffres correspondants aux échan- 
tillons de terre employée, on voit que l’adsorption est d’autant 
plus sensible que la terre est plus divisée. 


ROLE DU CARBONATE DE CHAUX. 


Expériences effectuées sur plusieurs échantillons de terre : 
200 grammes terre A-+1 gramme carbonate de chaux : 
INIEROKOL c6, G: Soe aa b ar 18 milligr. 48, soit 9 milligr. 24 p. 100. 
Aylébullittion = = = = 35 milligr. 552, soit 17 milligr. 77 p. 100. 
27 milligr. 01 p. 100. 


20 grammes terre B-++ 1 gramme carbonate de chaux : 


AN TERONT) 5 -a0's’ Gun Jo Mose 46 milligr. 544, soit 8 milligr. 27 p. 400. 
AS ebwilitioni ye. cv 27 milligr. 104, soit 13 milligr. 55 p. 100. 


24 milligr. 82 p. 400. 


50 crammes terre D' et 0 gr. 25 carbonate de chaux : 


IN WHOM! 2 6 6 6 Go 6 e 14 milligr. 96, soit 29 milligr. 92 p. 100. 
A Vébullition.... . 56 milligr. 76, soit 113 milligr. 52 p. 100 


143 milligr. 44 p. 100. 


50 grammes terre KE et 0 gr. 25 carbonate de chaux. 


AVRO, ers be a on 6 milligr. 776, soit 43 milligr, 55 p. 100. 
A Vébullition.... .- 64 milligr. 336, soit 122 milligr. 67 p. 100. 


436 milligr. 22 p. 400. 
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50 grammes terre F et 0 gr. 25 carbonate de chaux : 
WN TROIS, is Sh Gee 8 milligr. 976, soit 17 milligr. 95 p. 100. 
A lébullition. .... 47 milligr. 258, soit 94 milligr. 51 p. 190. 
412 milligr. 46 p. 100. 


L’augmentation de production du gaz carbonique est surtout 
appréciable lorsque la terre est en présence d’une quantité 
suffisante d’eau et que son état de division n’est pas trop 
poussé, tout au moins avec les échantillons de terre mis en 
expérience. 

ROLE DU SABLE QUARTZEUX. 


150 grammes terre B+ 20 grammes sable quartzeux. 


ANTHRO H Cenoiieg em, 5 4 6 6 oo Ooo obo Bo 14,432 
A ébullitvons en marl re rane Src urmyneeiei enn are: 30,272 


Soit en retranchant la part du sable : 
—6:104 a froid . 3. 4.3.2 8,328, soit 5 milligr. 55 p. 100. 
—6,104 a Vébullition . .... 24,168, soit 16 milligr. 114 p. 4100. 
21 milligr. 66 p. 100. 


50 grammes de terre G-+-20 grammes sable quartzeux : 


Airords enn lye rani Sayuri lie me ee 9,50 
PM SANT UNL UDK 3) sehe eae ee GRE CEG. 468 OME alm to ee oS 49,54 


Soit en retranchant la part du sable : 
Snkey iol oa we oS Gla e 3,40, soit 6 milligr. 80 p. 100. 
—6,10 A Vébullition. ..... 43,44, soit 96 milligr. 88 p. 100. 
103 milligr. 68 p. 100. 


Dans les 2 cas, il y a légére diminution de la quantité de gaz 
carbonique produit. 

Avec 150 grammes de terre B-+- 20 grammes sable quartzeux 
-+ | gramme carbonate de chaux 


A: froid,enmilioraminres. . jen yeen aero ne iene 28,512 
A Léebullitiony enbmitiieram ine scar memcie tier ean an ans 61,072 
Soit en retranchant la part du sable +- carbonate : 
13,148 a froldtl a) gee ae 15,6, soit 10 milligr. 26 p. 100. 
— 13,552 a Pébullition. . . . . . 47,82, soit 31 milligr. 68 p. 100. 


44 milligr. 94 p. 100. 
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Ici, il y a augmentation de la quantité de gaz carbonique 
produit. 

Les échantillons de terre employés étaient des terres marai- 
chéres des régions de Yen-Bay et Lao-Kay et de la terre du 
jardin de !’Institut Pasteur de Hanoi. 

Quoigue la terre soit loin d’étre une matiére homogéne, on 
voit donc, en résumé, que de l’eau distillée strictement privée 
dacide carbonique, agissant sur trois échantillons de terres 
alluviales du Tonkin, a provoqué une BRguAsHON de gu carbo- 
nique. 

Le phénoméne n’est pas immédiat, la Tete 1k gaz tere 
est fonction de |’état de division de la terre, de sa composition, 
de la température, de la durée du contact et enfin surtout des 
proportions relatives de la terre et de ]’eau. 

Bien qu il s'agisse 1a de recherches préliminaires, les faits 
mis en évidence ont paru assez importants pour étre signalés 
dés & présent, car ils semblent de nature 4 fournir des indica- 
lions intéressantes pour la biologie des étres vivant 4 la sur- 
face de la terre. ; 

Il est en effet vraisemblable que Vapport du gaz carbonique 
dissous au niveau des racines des végétaux ne ‘doit pas étre 
négligeable, car la teneur de l'eau de pluie en gaz carbonique 
est tres inférieure 4 celle des sources et nappes arlésiennes au 
Tonkin. 

{ cent. cube eau de pluie contient 0 c. c. 023 de gaz a 
35 p. 100 CO* (Péligot, 1855). 

1 cent. cube eau de mer (Méditerranée) 0c. c. 020844 p. 100 
CO* (Usiglio, 1837). . 

D’ou | litre eau de pluie contient 0 c. c. B78 CO: 

{ litre eau de mer contient 5 cent. cubes de CO?. 

L’eau de source de montagne (Chapa) contient par litre 
{24 milligrammes d’acide carbonique libre et 1/2 combiné 
correspondant a 61 c. c. 38 de CO». 

L’eau d’un puits profond (Hanoi) contient, par litre, jusqu’a 
330 milligrammes d’acide carbonique libre et 1/2 combiné 
correspondant a 152 c. ¢. 4. : 

Il ressort de ces expériences que les étres vivant, soit dans 
les eaux, soit & la surface d’un sol humide, sont en contact 
avec des proportions trés variables de gaz carbonique suivant 
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les circonstances, probablement les saisons et peut-étre méme 
suivant les années. 

L’action évidente, mais difficile & préciser, des influences 
météorologiques sur les étres vivants trouverait, si ces faits 
sont confirmés, dans la production naturelle du gaz carbonique 
par l’action de l’eau sur la terre une explication intéressanle 
dans un grand nombre de cas. II est superflu d’insister sur les 
conséquences que pourrait avoir cette conception pour l'emploi 
des amendements siliceux ou marneux, ainsi qu’au point de vue 
de lirrigation soulerraine ; elle fournirait, en outre, une expli- 
cation la coincidence souvent signalée entre |’éclosion des épidé- 
mies et les précipitations atmosphériques ou les inondations. 


Il. — Sur les variations de solubilité dans l’eau carbonique 
des carbonates de Ca et de Mg 
en présence de chlorures alcalins. 


Dans le précédent chapitre, nous avons établi qu'une forte 
proportion du gaz carbonique dissous mis en évidence dans 
les eaux du Tonkin pouvait provenir de laction des eaux natu- 
relles sur les terres. Ainsi s’expliqueraient les variations de 
Vindice carbonique précédemment défini que l’on observe sui- 
vant les lieux et les saisons dans les eaux douces. Mais des 
larves anophéliennes d’espéces vectrices actives du paludisme 
peuvent se trouver dans des eaux contenant jusqu’a 20 p. 1.000 
de chiorure de sodium (A. swbpictus, Phu-Dién, Van-Ly). 
D‘ailleurs, dans la majorité des eaux de surface du Tonkin, Ja 
richesse minérale est loin d’étre négligeable. De sorte que le 
probléme de la dissolution du gaz carbonique dans les eaux 
naturelles a paru nécessiter une étude particuliére en raison 
de l'intérét biologique de cette question. 

Les variations de la solubilité maxima du gaz carbonique 
dans l’eau distillée en fonction de la température sont, on le 
sait, d’amplitude tras étendue par rapport aux variations de la 
méme propriété pour le gaz oxygéne. Mais, dans les condi- 
tions de l’observation hydrologique courante, de nombreux 
éléments viennent encore compliquer le probléme, en particu- 
lier la tension relative des deux gaz dans l’atmosphére qui 


i 
4 
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surmonte le liquide en mouvement incessant et les substances 
minéraies dissoutes douées pour l'un et l’autre gaz d’affinités 
physico-chimiques yraisemblablement trés différentes. Ces 
considérations nous ont amenés a étudier la solubilité des car- 
bonates de calcium et de magnésium dans les eaux contenant 
du chlorure de sodium. Par la méme occasion, étant donné 
que les sels ammoniacaux sont des solvants de composés 
basiques magnésiens, nous avons étudié aussi l’action solubi- 
lisante du chlorure d’ammonium (voir graphiques). 

Comme, d’autre part, l’acide carbonique se rencontre fré- 
quemment soit a l'état libre, soit 4 état demi-combiné, nous 
avons étudié également les solubilités en présence d’acide car- 
bonique par formation de bicarbonate. Mais, tandis que la solu- 
bilité des carbonates de calcium et magnésium augmente avec 
la concentration en chlorure de sodium, |’action de Il’acide car- 


bonique ne donne pas, avec l’accroissement de la concentration, 


une augmentation de la solubilité. 

A 10 p. 1.000 de chlorure de sodium il y a augmentation 
pour le carbonate de calcium, diminution pour le carbonate de 
magnésium, puis diminution réguliére pour le carbonate de 
calcium tandis qu'il y a augmentation pour le carbonate de 
magnésium jusqu’a 50 p. 1.000 de chlorure de sodium pour 
arriver & une chute rapide. Pour le chlorure d’ammonium avec 
carbonate de magnésium, il y a chute & 10 p. 1.000 puis aug- 
mentation de 50 4 100 p. 1.000 et diminution lente jusqu’a 
saturation. 

Ces faits permettent de concevoir la possibilité de tenir a 
l'état naissant et sous la pression ordinaire une grande quan- 
tilé d’acide carbonique a la faveur du carbonate de magnésium 
en présence de chlorure de sodium, résultat que l’on ne pour- 
rait obtenir qu’avec une pression de plusieurs atmosphéres. 

Par exemple : 

dans (CO*)*MgH? pour Mg = 24 grammes, il faut 88 grammes CO’, 
: d’ou. 44 grammes CO? 1/2 combiné. 


A 50 p. 1.000 de chlorure de sodium il y a 8 gr. 38 p. 1.000 de MgO 


. 5,088 X 44 


\ J poss , (5) ‘(2 2 
ou 5 gr. 088 Mg d’ou Oh = 9 er. 328 CO? naissant. 


Ces constatations montrent & quel point les équilibres qui 
s'établissent au sein de liquides complexes tels que les eaux 
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naturelles ou les liquides biologiques peuvent différer des équi- 
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GRAPHIQUE 2. 


libres simples ordinairement étudiés en chimie entre eau dis- 
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tillée, carbonate et acide carbonique par exemple. L’introduc- 
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GRAPHIQUE 3. 


tion d’un électrolyte dissociable tel que le chlorure de sodium 
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est, on le voit, de nature & modifier entiérement Vallure du 
phénoméne. 

De tels faits souvent méconnus peuvent amener a des appli- 
calions intéressantes en ce qui concerne divers phénoménes 
biologiques. Il n’est pas sans intérét pratique, en effet, de pou- 
voir obtenir par des solutions appropriées des effets qui 
réclament la mise en ceuvre de pressions ou de températures 
incompatibles avec les ressources habituelles des laboratoires 
de recherches biologiques. 


Il. — De Vhémiperméabilité éventuelle 
de certaines couches argileuses du sous-sol au Tonkin. 


ll est de notion courante en Extréme-Orient, depuis les tra- 
vaux de Christophers, Hacker, Strickland, Senior White, que 
les larves de cerlaines espéces anophéliennes, en particulier 
celles du groupe des Myzomyta, sensu stricto, ne se trouvent a 
peu prés jamais, en tout cas Jamais avec conslance, régularité 
et abondance, hors des eaux courantes ou tout au moins acti- 
vement renouvelées. Certains méme ont été jusqu’a faire de la 
découverte d'un spécimen de ces espéces dans une collection 
d’eau un indice presque certain de l’existence d’une « émer- 
gence », parfois inapparente, alimentant cette collection. 

Il est indubitable que, dans la pratique, cette notion rend 
les plus grands services dans la détection rapide des gites type 
du groupe. Ed. Sergent a d’ailleurs depuis longtemps insisié 
sur l’avantage qu’il y avait, pour faciliter les élevages de cer- 
tains anophéles au laboratoire, & faire arriver l’eau par le fond 
d’un aquarium & travers une couche de terre. L’eau qui a tra- 
versé une épaisseur de terre semble mieux convenir aux éle- 
vages, ce qui n'est d’ailleurs peut-étre pas sans rapports avec 
les faits précédemment établis par Bader. 

Il arrive pourtant assez fréquemment, par exemple dans 
certaines régions basses du Tonkin, que l’on rencontre dans 
une dépression d’aspect général argileux, creusée dans un sol 
évidemment compact et assez homogene (schistes), des gites 
permanents a A. minimus, espéce typiquement localisée d’ordi- 
naire aux sources et aux ruisseaux. L’aptitude de cet insecte 
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a véhiculer en Indochine ’hématozoaire du paludisme rend la 
détection des gites de Vespéce particuligrement importante 
aux abords d’un foyer palustre. De la disposition, du nombre 
et de l’étendue des gites permanents dépend en effet la possi- 
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Fic. 4. — Dispositif expérimental. 


bilité ou Pimpossibilité de Vinstitution d'une prophylaxie spé- 
cifique, telle que l’ont définie, aprés Stephens et Christophers, 
Roubaud et plus particuligrement Swellengrebel. 

On en est donc arrivé & se demander si dans certains cas le 
renouvellement de l’eau, qui semble en général nécessaire & 
une abondante pullulation de l’espéce, ne pouvait se produire, 
contre toute apparence, par le fond méme d’aspect compact et 
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homogene de la collection considérée. En particulier dans le 
cas qui, le premier, attira notre attention, il existait, tapissant 
la dépression de faible profondeur, une végétation évidemment 
non aquatique et qui cependant se trouvait baignée dans une 
épaisseur de 5 a 10 centimétres d’eau trés claire, trés limpide, 
telle qu’on n’en pouvait trouver dans aucune mare voisine, et 
cela aprés trois mois de sécheresse a peu prés absolue. 

Cette observation a été faite prés d'un village fortement 
impaludé de la région dite des « terrasses » (Gourou) dans la 
province de Phu-Lang-Thuong, en bordure de la zone propre- 
ment deltaique du Fleuve Rouge. 

Afin d’élucider le probléme, l’expérience suivante a élé 
instituée. On établit un systeme de vases communicants au 
moyen de deux flacons reliés par leur tubulure inférieure 
(voir figure 4). On construit dans l’une des branches (2), sous 
Ueau, pour éviter toute interposition de bulle d’air, un filtre 4 
sable reposant sur de gros cailloux, puis on dispose de l’argile 
fine soigneusement tamisée au préalable formant une couche 
de 5 4 6 centimétres d’épaisseur sur le sommet de ce filtre. Soit 
par compression de la partie supérieure de l’argile, soit par 
aspiration au-dessus du liquide du vase opposé (1), on arrive 
assez rapidement 4 obtenir un colmatage serré de la couche 
d’argile. Désormais le niveau reste constant. Pratiquement, on 
peut, par exemple, surmonter d’un bouchon percé d'un trou par 
ou passe un long tube terminé par un entonnoir, le flacon (2) 
contenant la couche d’argile. On verse de l’eau par la partie 
supérieure, on laisse reposer, on ajoute & nouveau de l’eau tant 
que le niveau dans l'autre flacon s’éléve. En quelques heures 
en général on obtient un colmatage assez serré pour qu’aucune 
goutte d’eau ne s’échappe plus par la partie inférieure du 
filtre. On peut méme, si l’on désire aller plus vite, faire une 
aspiration au moyen d’un appareil & vide par l’autre flacon (1). 
En quelques minutes, si le filtre est bien construit, méme sous 
une dépression de 70 centimétres de Hg, on obtient un colma- 
tage parfait et qui peut persister, semble-t-il, indéfiniment. 
Dans le systtme ainsi établi, amenons avec précaution le 
niveau de l’eau dans le flacon 1 & la méme hauteur que dans 
le flacon 2. On constate alors, dés la plus petite dénivellation, 
si la couche d’argile n’a pas été soumise & une pression consi- 


OECOLOGIE LARVAIRE DES ANOPHELES AU TONKIN 347 


dérable, avec moins de 10 centimétres d’eau, si l’on a effectué 
l’aspiration & 70 centimétres de Hg, le décolmatage immédiat 
de la couche argileuse et le rétablissement du niveau dans les 
vases communicants suivant les lois ordinaires. 

On peut, dans le méme appareil, en intercalant entre deux 
rondelles de papier filtre une couche d’argile entre deux lits de 
sable, puis de gravier et de cailloux, le supérieur prenant 
appui sur l’épaulement du flacon 2, obtenir par compression 
de l’eau du flacon 1 un colmatage de l’argile en votite & conca- 
vilé inférieure résistant & une aspiration 4 la trompe par le 
tube qui surmonte le flacon 2 au moins jusqu’a 70 centimétres 
de Hg. On n’obtient done, & plus forte raison, aucune élévation 
de niveau de l’eau dans le tube du flacon 2, méme en char- 
geant 4 1 métre d’eau le flacon 1. 

En perforant alors la voite au moyen d’un tube de verre, on 
peut obtenir l'image d'une source artésienne. Vient-on simple- 
ment a établir au-dessus de l’argile ainsi colmatée de bas en 
haut une pression légérement supérieure a celle que supporte 
la face inférieure, le systeme se décolmate presque inslantané- 
ment. 

Dans le flacon cylindrique employé le décolmatage se fait en 
bloc. Dans un vase de large surface garni sur un fond de sable 
et de cailloux d’une couche d’argile disposée en surface conique 
& sommet inférieur, on voit le décoimatage se faire isolément 
par le sommet, point de moindre résistance du plan d’argile. 

L’ensemble de ces faits montre que l’argile ne doit son 
imperméabilité qu’a la pression qu’elle supporte. II s’agit, selon 
toute vraisemblance, d’une expression de l’eau contenue dans 
les particules de ce corps permettant aux forces de cohésion de 
produire leur effet attractif maximum’ sur des particules aupa- 
ravant isolées et par conséquent éloignées les unes des autres 
par le fluide qui les baignait. 

Examinons, en effet, de plus prés ce qui se passe dans la 
premiére expérience & la partie inférieure du cylindre d’argile 
au moment ow la pression s’équilibre sur les deux faces de ce 
cylindre. 

Une séparation apparait entre le sable et l’argile et, au fur et 
a mesure que la dénivellation augmente, la séparation devient 
de plus en plus grande. II s’est constitué un véritable bouchon 
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d'argile qui, comme un piston dans le cylindre de verre, suit 
une marche ascendante. L’observation de ce bouchon donne 
lieu A quelques remarques : au bout de quelques secondes il se 
fait vers sa base des crevasses horizontales, puis des feuillets 
se détachent et tombent pour venir reposer de nouveau sur le 
sable en y reconstituant un lit argileux, tandis que le liquide se 
trouble par dissémination de l’argile. A la fin de l’expérience, 
on a donc de l'argile stratifiée qui se tasse lentement. Les strati- 
fications sont séparées par de l’argile desséchée. 

Le phénoméne se produit de la méme facon dans la compres- 
sion de bas en haut de la couche argileuse (deuxiéme expé- 
rience), mais il ne dure alors que jusqu'au moment ow la 
compression de l’argile sur le plafond qui lui a été constitué est 
telle que la couche arrive & reprendre son imperméabilité. Le 
phénoméne du feuilletage peut se produire et, si l’on n’a pas 
eu la précaution d’isoler par une rondelle de papier la surface 
de Vargile de celle du sable, on assiste alors & une descente du 
plafond dans la masse argileuse parsemant celle-ci de sable et 
de gravier. Le phénoméne du feuilletage ne semble se produire 
qu’au moment ou il y a égalité des pressions s’exercant de part 
et d’autre de la couche d’argile; on peut donc en déduire que 
les particules d’argile mouillées sont compressibles. L’aspect 
des feuillets n’est pas boueux, ce sont des lames de matiére 
solide ne troublant pas l’eau qui les environne au moment ot 
ils se détachent. Ceci permet de penser que les nappes arté- 
siennes sont isolées de la nappe phréatique surtout en raison 
des pressions auxquelles elles sont soumises. 

Par un jeu alternatif de pressions et de dépressions exercées 
sur une couche d’argile dans ces conditions, on arrive aisément 
(en l’absence de cloison de papier isolante évidemment) a 
obtenir un ou plusieurs cheminements de sable ou de gravier 
dans la couche argileuse. Des points de moindre résistance 
sont alors constitués par ces cheminements. L’eau sous pression 
parvient toujours & s’échapper, aucun colmatage n’est désor- 
mais possible en aucun sens. 

Il semble donc bien que l’'imperméabilité d’une couche 
dargile soit liée & la fois & son homogénéité et & la pression 
qu'elle supporte. Des communications seraient donc possibles 
entre une nappe aquifére profonde et la nappe phréatique qui 
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la surmonte & la faveur de variations de pression de la nappe 
profonde. La présence dans une couche argileuse de gravier et 
de sable pourrait étre le signe d’un cheminement secondaire 
de ces corps & travers une couche d’argile sous |’influence 
de variations de pressions et impliquerait en régle géné- 
rale une imperméabilité tout & fait relative de la couche 
considérée. 

Le phénoméne expérimental du feuilletage du bouchon 
d’argile sous l’influence combinée de la pesanteur et d'une 
pression s’exercant en sens inverse permet aussi de supposer 
que, dans un certain nombre de cas au moins, la stratification 
de couches argileuses successives peut étre le résultat de pro- 
cessus analogues. La stratification serait un phénoméne qui se 
serait produit au sein de masses immergées ou tout au moins 
soumises & une imbibition d’eau sous forte pression ascen- 
dante. 

L’argile serait en un mot une substance formée d’éléments 
compressibles, sa nature colloidale en ferait une véritable 
éponge qui, sous l’influence de la pression, laisserait sourdre 
leau qu'elle contient, ce qui expliquerait le feuilletage et 
aspect sec des fragments qui se détachent et tombent dans la 
masse liquide. 

Le phénoméne du colmatage des filtres par divers précipités 
colloidaux, l'amidon, etc., est vraisemblablement du méme 
ordre. On peut parfaitement, en effet, prévenir ce colmatage 
en prenant la précaution de ne procéder & la filtration de ces 
corps qu’en présence d’un courant d’eau ascendant contre- 
balancant presque l’effet de la pesanteur. Toute pression s’exer- 
cant au contraire sur la suspension de haut en bas ajoute son 
effet a celui de la pesanteur eta pour résullat logique de former 
une couche cohésive rapidement imperméable. 

Sans insister davantage sur ces divers points qui feront 
Vobjet de développements ullérieurs, notons que les fails 
établis, comme les déductions que l’on en tire logiquement, 
sont en accord avec certains faits d’ observation paradoxale. Les 
parties basses du delta du Tonkin se remplissent d’eau dés les 
premiéres crues du Fleuve Rouge, avant les premiéres précipi- 
tations atmosphériques locales. On voit que, par suite de l’endi- 
euement des canaux du delta, le plan d'eau du fleuve et de ses 
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multiples bras se trouve constamment & un niveau trés supé- 
rieur a celui du plan des « casiers » de riziéres(1). 

La baisse du fleuve n’améne pas l’asséchement des riziéres, 
ce qui contredit l’hypothése d'une communication directe par 
un sol aisément perméable. Il faut plusieurs mois & |’évapora- 
tion et a l'absorption de l’eau par la végétation pour ramener 
les rizigres & leur état originel. Dans un des plus fidéles 
tableaux de la vie des campagnes chinoises que nous possédions 
actuellement, de l’avis des observateurs compétents (2), on 
trouve une description typique & cet égard. Au début d'une de 
ces inondations périodiques qui ravagent la vallée basse du 
Yang-J'sé-Kiang, l’eau commence par « sortir du sol », précise 
auteur, avant de déborder des canaux. 

Dans le delta tonkinois divisé en casiers endigués, des déni- 
vellations considérables s’observent donc chaque année, du 
mois de mai au mois d’octobre, entre le plan d'eau du réseau 
formé par les branches du Fleuve Rouge ou les canaux acces- 
soires et le plan des casiers. 

Dans le haut bassin du Fleuve Rouge et de ses affluents, les 
précipitalions atmosphériques présentent leur augmentation 
brusque de volume annuelle en mars-avril, parfois dés février, 
soit environ un mois avant que le taux des précipitations 
locales n’augmente nettement dans la basse région du Tonkin. 

La présence du « crachin » pendant les mois d’hiver du 
delta, son absence en haute région contribuent 4 accentuer la 
brusquerie de ces différences printaniéres. Dans toute la basse 
région, par conséquent, peuvent exister & cette époque de 
l'année des nappes d'eau a diverses profondeurs animées d’une 
pression ascendante que ne contre-balance pas encore la pres- 
sion de l’eau qu3 les pluies accumuleront dans les dépressions 
dés les mois de mai et juin. 

Des collections d’eau d’apparence stagnante peuvent donc 
étre suspectées d’étre alimentées ainsi de fagon intermittente et 


(1) Cf. en particulier : L’Hydraulique agricole au Tonkin, par A. PouyANNE 
Hanoi 1934. Publication de l’Inspection générale des Travaux publics de 
l’Indochine (Imp. d’Extréme-Orient), Dans l’atlas joint a cette monographie 
on reléve en effet pour les mois de juillet et aodt des différences de 4 aA 
5 métres de niveau entre le plan d’eau du fleuve et le plan des routes et 


voies ferrées notablement surélevées déja au-dessus des riziéres, 
(2) Goov Earrn: 
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salsonniére en eau de provenance profonde, présentant par 
conséquent les caractéristiques des eaux dans lesquelles se 
rencontrent d’ordinaire les larves d’A. minimus. 


* 
x * 


De cet exposé, il semble légitime de conclure que : 

4° La perméabilité d’une couche argileuse homogéne formant 
le fond d’une dépression est fonction de la différence des pres- 
sions quis’exercent sur ses deux faces supérieure et inférieure ; 

2° Il n’est pas invraisemblable qu’au Tonkin certaines 
mares par exemple puissent ainsi recevoir saisonniérement des 
apports d’eau ascendants de nappes plus ou moins profondes a 
travers un fond certainement imperméable de haut en bas; 

3° Il n’est donc pas impossible que des collections d’eau de 
ce type ne deviennent saisonniérement. suscepltibles d’héberger 
des larves d’espéces ordinairement localisées aux vasques de 
sources et aux parties hautes des ruisseaux ; 

4° L’étude des variations saisonniéres de l’indice carbonique 
permettra peut-étre de distinguer entre divers points d'eau 
d’apparence analogue ceux qui sont particuliérement & sus- 
pecter a cet égard ; 

5° D’autre part, en ce qui concerne plus particuliérement les 
gites anophéliens en eau courante, on voit que le milieu ot se 
développent les larves, loin d’étre simple, est au contraire 
d’une grande complexilé. 

En fonction ds multiples facteurs agissant sur ses éléments, 
des équilibres compliqués s’établissent et se transforment sui- 
vant les saisons. Le terme de « vives » que l’on applique 4 cer- 
taines eaux se justifie entiérement, car sous |’apparente fixilé 
de résultats bruts de l’analyse chimique quantitative des élé- 
ments minéraux, se révéle un bouleversement périodique des 
facteurs qualitatifs qui font de l’ensemble, a bien des égards, 
un milieu assez analogue aux liquides organiques et s’appa- 
rente par conséquent aux milieux biologiques. 


(Institut Pasteur de Hanoi.) 


TRAITEMENT ANTIRABIQUE AU TONKIN 
ET MORTALITE CHEZ LES SUJETS 
TRAITES PENDANT UNE PERIODE DE SEPT ANNEES 
(he JANVIER 1926 — 31 DECEMBRE 1932) 


par J. GENEVRAY et J. DODERO. 


La rage sévit en Indochine & l'état endémique et il faut 
reconnaitre que, loin de diminuer, elle est en progrés. Au 
Tonkin, en particulier, l’endémie se montre particuliérement 
sévére, et les cas de rage humaine sont plus fréquents que dans 
les autres colonies. 

Des observations nombreuses recueillies depuis longtemps, 
de l'étude systématique poursuivie en ces derniéres années & 
l'Institut Pasteur de Hanoi, ressort un fait précis: le virus des 
rues Tonkinois se caractérise par une incubation extréme- 
ment courte chez l'homme. Alors qu’en Europe la moyenne 
de incubation est de quarante jours, elle est au Tonkin de 
vingt-six jours. On congoit facilement que cette rapidité 
d’évolution rende souvent inopérantes les formules habituelles 
de traitement antirabique ; aussi l'Institut Pasteur de Hanoi 
a-t-il été amené, pour obtenir du traitement une immunité 
plus rapide, a utiliser il y a quelques années des moelles de 
un jour et des moelles fraiches, et & appliquer, par principe 
pourrait-on dire, des formules sévéres de traitement & presque 
tous les mordus. 

Le moment semble venu de comparer les résultats fournis 
par les deux formules de traitement, l’ancienne et la nouvelle 
ayant été mises en ceuvre chacune pendant trois ans et demi. 


A. — Formutes DE TRAITEMENT. 
Le 1° janvier 1926, le Service antirabique de Hanoi passe 


sous le contréle de I’Institut Pasteur, qui vient d’étre créé, et le 
D* Bablet, Sous-Directeur, prend lui-méme le service de la rage. 
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Le virus fixe utilisé vient de Saigon. C’est le virus de Paris dont 
la souche a été apportée en Cochinchine en 1891 par A. Calmette. 
Moelles desséchées conservées sept jours dans la glycérine avant 
usage. Les formules appliquées auparavant sont abandonnées 
el remplacées par celles del’Institui Pasteur de Saigon. 
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Cependant, au cours des années qui suivent, et malgré une 
légére modification au traitement III porté de dix-huit & vingt 
jours, la mortalité augmente chez les sujets traités, méme 
dans les cas ou le traitement est appliqué de facon précoce. 
L’année 1928 est particuligrement sévére, ainsi que le début 
de lannée 1929; aussi le Dt Bablet, Directeur de 1|’Institut 
Pasteur de Hanoi, et le D' Joyeux, Chef de Laboratoire de la 
rage, décident-ils de modifier les formules employées en y 
introduisant des moelles n’ayant subi qu'un jour de dessic- 
cation et des moelles fraiches. Ces moelles sont maintenues 
sept jours en glycérine avant usage. 

Les formules nouvelles sont appliquées 4 partir du 1° juillet 
1929; elles n’ont pas été modifiées depuis. 

Chaque injection comporte un 1/2 centimetre de moelle des- 
séchée, émulsionnée dans 5 cent. cubes d’eau physiologique. 

Formule I. — 30 injections en quinze jours (15 centimetres 
de moelle). 
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Formule II. — 38 injections en dix-sept jours (19 centi- 
métres de moelle); moelles d’un jour injectées 5 fois. 

Formule III. — 48 injections en vingt jours (24 centimétres 
de moelle; moelles d’un jour injectées 10 fois; moelies de 
zéro jour, 5 fois. 

Formule IV. — 50 injections en vingt jours (25 centimétres 
de moelle); moelles d’un jour injectées 15 fois ; moelles de 
0 jour, 8 fois. 

En méme temps que les formules elles-mémes sont modi- 
fiées, leur application subit également des variations impor- 
tantes. De plus en plus, les formules sévéres sont appliquées 
aux cas d’apparence bénigne dés que l’animal mordeur est 
suspect. 

Crest ainsi que la formule I, qui représentait en 1926 
80,7 p. 100 des traitements, n’en représente plus que 52 p. 100 
en 1929 et 20 p. 100 en 1932; par contre, la formule II, 
qui en 1926 représentait 18,9 p. 100 des traitements, en 
représente 28 p. 100 en 1929 et 68 p. 100 en 1932, tandis 
que la formule II passe de 0,3 p. 100 en 1926 & 42 p. 100 
en 1932. 

Le graphique I et le tableau A ci-joints montrent clairement 
cette évolution dans le choix des formules appliquées, 
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En fait, le traitement I n’est plus utilisé actuellement que 
dans les cas de morsures Iégéres (autres que celles de la face ou 
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Grapnique 1. — Pourcentage des traitements. 


des extrémités) par un animal domestique mis en observation, 
lorsque les probabilités de rage sont pour ainsi dire nulles. 
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Tasteau A. — Pourcentage des traitements. 


ANNEES 
FORMULES 


1926 1927 1928 1929 1930 1931 1932 


52,7, 1°" semestre. 20 


76,9 60,9 } 52', 2° semestre: 
29,5, 1° semestre. 


PHO) | DAS.) 98 , 2° semestre. 
47,7, 1°* semestre. 
1,4 | 10,6 9 99’ ? 9° semestre. 


Le traitement Ilest devenu le traitement courant appliqué & 
tout sujet mordu par un animal errant, ou suspect et mis en 
observation, venant dans les délais voulus, porteur d’une mor- 
sure légére ou de gravité moyenne, ne siégeant ni a la face, ni 
aux mains. Traitement d’attente qui est interrompu si l’animal 
mis en observation est indemne, renforcé dans le cas contraire, 
ou sil inoculation de contréle est positive. 

Le traitement III est réservé aux morsures siégeant & la face 
et aux mains, ou aux morsures profondes, multiples, datant de 
plusieurs jours. 

Le traitement IV n’est appliqué qu’exceptionnellement aux 
cas accumulant les facteurs de gravité. 

Voyons maintenant comment les modifications apportées 4 nos 
formules de traitement ont influencé la mortalité chez les sujets 
traités. 


B. — Morvatit& cHEZ LES SUJETS TRAITES. 


Nous avons établi pour chaque année trois pourcentages. Le 
premier, que nous appellerons le pourcentage global, exprime 
la mortalité par rapport au chiffre total des individus traités. 
Le deuxiéme, que nous appellerons le pourcentage approché, le 
seul ayant une valeur, exprime la mortalité par rapport au 
chiflre des malades mordus par des chiens certainement enragés 
ou suspects de rage et enfuis, lous les cas traités pour morsure 
de chiens reconnus indemnes cliniquement ou expérimentale- 
ment ayant été éliminés. 

Enfin, le troisiéme est celui des échecs au traitement. Pour 
Vétablir, nous avons considéré comme échec tout cas ot le sujet 
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est mort plus de trente jours aprés le début du traitement : 
méthode qui parait plus logique que celle qui choisit comme 
base la fin du traitement dont la durée varie pour chaque 


Annees 1926 1927 1928 1929 1930 1931 193% 
Grapuigue 2. — Pourcentage de mortalité dans les blessures de la face. 


institut, et qui est conforme d’ailleurs aux directives de la 
Société des Nations. 
Le tableau B réunit ces trois pourcentages pour la période 


TABLEAU B. 
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811 | 0,49 598 
337 | 0,93 352 
695 | 1,43 454 
397 | 1,25 280 
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2.440 0,98 1.684 
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GraPHigur 3. — Pourcentage de mortalité et d’échecs au traitement. 
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de trois ans et demi correspondant & l’emploi des anciennes 
formules de traitement, c’est-a-dire du 4° janvier 1926 au 
4 juillet 1929. 

Le tableau C réunit les mémes pourcentages pour la période 
de trois ans et demi correspondant 4 l'emploi des nouvelles 
formules du traitement, c’est-a-dire du 1° juillet 1929 au 
31 décembre 1932. 
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MORTALITE 
pourcentage 
global 
TRAITEMENT 
pour morsures 
chiens enragés 
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au traitement 
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POURCENTAGE 


La simple lecture de ces deux tableaux montre nettement 
combien nos pourcentages de mortalité ont été heureusement 
influencés par l’introduction de moelles fraiches ou trés jeunes 
dans les formules de traitement antirabique et par l’application 
de plus en plus large de traitements sévéres. 

Les graphiques If et III exprimant pour la période du 
1°" janvier 1926 au 31 décembre 1932, le premier le pourcen- 
~ tage approché de mortalité dans les cas de morsures les plus 
graves, celles de la face, le second les pourcentages de mortalité 
globaux et approchés et les pourcentages d’échecs au traitement 
dans tous les cas en général, rendent plus tangibles encore les 
résultats obtenus. 


C. — Conciusions. 


Ce rapide exposé autorise les conclusions suivantes : 

1° L’introduction de moelles d’un et zéro jour dans nos for- 
mules de traitement, l’application de plus en plus large de 
traitements sévéres ont considérablement diminué la mortalité 
chez les sujets soumis au traitement antirabique. 

En effet, depuis la mise en cuvre des nouvelles formules, le 
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pourcentage total approché de mortalité est passé de 1,43 p. 100 
a 0,78 p. 100, soit pratiquement une diminution de 50 p. 100. 

Ce pourcentage dans les morsures les plus graves, celles de 
la face, est passé de 20 p. 100 & 8,82 p. 100, soit une diminu- 
tion de 56,5 p. 100. 

Enfin le pourcentage des échecs au traitement est tombé de 
0,35 p. 100.8 0,09 p. 100. Depuis trois ans nous n’en avons pas 
enregistré un seul. Ce sont la des faits précis, indiscutables, 
qui montrent de plus que le traitement antirabique est particu- 
ligrement délicat & mettre au point et & appliquer et ne saurait 
étre confié & toutes les mains. 

2° Le traitement ainsi modifié ne comporte aucune contre- 
indication, aucun inconvénient sérieux: les paralysies demeurent 
pratiquement inconnues. 

3° Nos pourcentages de mortalité sont certainement supé- 
rieurs & ceux des instituls d'Europe; mais il ne faut pas oublier 
qu’au Tonkin nous avons a lutter contre un virus 4 évolution 
particuliérement rapide (incubation moyenne de vingt-six jours 
chez homme), que la majorité des mordus ne viennent pas 
immédiatement au traitement et que nous acceptons tous ceux 
qui se présentent, méme ceux dont la morsure remonte a plu- 
sieurs semaines. 

4° Dans l’immense majorité des cas, le traitement antirabique 
tel que nous l’appliquons & Hanoi se montre parfaitement 
actif; ici, comme partout, la méthode pastorienne d’immunisa- 
tion a fait les preuves de son efficacité. 


(Institut Pasteur de Hanoi.) 


Le Gérant : G. Masson. 
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